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1 EINLEITUNG 
Zur Abwehr von Krankheitserregern und dem Erhalt der Gesundheit entwickelten Säugetiere im 
Laufe der Evolution das Immunsystem, das sich in angeborene und erworbene Immunität gliedern 
lässt. Die Zellen dieser beiden Systeme sind eng verknüpft und kommunizieren miteinander über 
ein kompliziertes System aus Signalmolekülen, den Zytokinen. Diese regulieren beispielsweise die 
Inflammation auf lokaler oder systemischer Ebene durch Aktivierung und Differenzierung verschie-
dener Effektorzellen, die nicht zwingend dem Immunsystem angehören. Überschießende Immun-
antworten auf Fremdstoffe oder körpereigene Strukturen können zu pathologischen Hypersensi-
tivätsreaktionen oder Autoimmunerkrankungen führen. Auch bei diesen Prozessen sind Zytokine 
maßgeblich beteiligt. Daher wurden sie in den letzten Jahren zu einem Angriffspunkt bei der Ent-
wicklung neuer Therapien bei diesen Erkrankungen. 
 
1.1 INTERLEUKIN 3 
 STRUKTUR 1.1.1
Interleukin 3 (IL-3) ist ein 20–26 kDa umfassendes Zytokin, welches vorwiegend von aktivierten 
CD4+ T-Zellen (1), aber auch von Mastzellen und Basophilen Granulozyten (2; 3) produziert wird. 
Es besteht, wie GM-CSF und IL-5,  aus 4 antiparallelen -Helices, welche durch Loop-Sequenzen 
miteinander verbunden sind. (4) (siehe Abb.2). 
 
 EFFEKTE DES IL-3 1.1.2
Zu den Wirkungen von IL- 3 zählen sowohl hämatopoetische als auch immunmodulatorische Effek-
te. Auf Grund der proliferationsfördernden Wirkung auf  CD34+-Knochenmark-Vorläuferzellen aller 
hämatopoetischen Zellreihen wird es Multi-CSF genannt (1; 5). Auch Wachstum und Differenzie-
rung vieler Blutzellen wird von IL-3 gefördert. Zu diesen Zellen gehören unter anderem Neutrophi-
le, Eosinophile, Basophile, Megakaryozyten, Makrophagen, aber auch lymphoide und erythroide 
Zellen (6; 7). 
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1.1.2.1 Wirkung auf Monozyten/Makrophagen 
Monozyten sind im Blut zirkulierende Zellen, die im Gewebe zu Makrophagen ausdifferenzieren 
können. Sie sind Effektorzellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Ihre Hauptauf-
gabe ist die Präsentation phagozytierter Proteine auf ihrer Zelloberfläche und die Zytokinprodukti-
on, welche sie zur T-Zellen-Aktivierung befähigt (8). 
Die Differenzierung von Monozyten und ihrer Vorläufer zu Zellen, die in Morphologie und Funktion 
Osteoklasten ähneln, wurde unter Einfluss von IL-3 beschrieben (9). In Kombination mit IL-4 und 
TGFß unterstützt IL-3 außerdem ihre Differenzierung zu Dendritischen Zellen (10; 11). Die Expres-
sion von Oberflächenmolekülen auf Makrophagen wird durch IL-3 verändert. So wird die Expressi-
on der Major-Histocompatibility-Complex-II (MHCII)- Moleküle auf Makrophagen, Monozyten sowie 
Basophilen hochreguliert (12; 13). Zudem verstärkt IL-3 die Lipopolysacharid-induzierte Sekretion 
von IL-1 durch Makrophagen und Mastzellen (12; 14; 15). 
 
1.1.2.2 Wirkung auf Lymphozyten (T- und B-Zellen) 
Lymphozyten sind Effektorzellen der zellulären und humuralen Immunantwort und machen ca. 
35% der im Blut befindlichen Leukozyten aus. Sie werden grob in B-, T- und NK-Zellen unterteilt. 
B-Zellen können zu Antikörper-produzierenden Plasmazellen differenzieren. T-Zellen erkennen auf 
MHC- Molekülen präsentierte Antigene. Man unterscheidet CD8+ zytotoxische T-Zellen und CD4+ 
T-Helferzellen. Zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen eliminieren von Krankheitserregern befallene 
Zellen, T-Helferzellen aktivieren weitere Leukozyten. (8). 
IL-3 wird vorwiegend von aktivierten CD4+ T-Zellen gebildet; von den Effekten auf Lymphozyten ist 
noch wenig bekannt. In vitro wirkt IL-3 chemotaktisch auf Lymphozyten (16) und fördert die Ausdif-
ferenzierung der B-Vorläuferzellen zu reifen B-Zellen (17) sowie die Bildung regulatorischer T-
Zellen, welche anti-inflammatorisch wirken (siehe 1.2.5) (18).  
 
1.1.2.3 Wirkung auf Basophile Granulozyten ( Basophile) und Mastzellen  
Basophile und Mastzellen entstehen aus unterschiedlichen Zelllinien, besitzen jedoch auch einige 
Gemeinsamkeiten. Beide exprimieren den hochaffinen IgE-Rezeptor FcRI-Rezeptor, produzieren 
TH2-Zytokine und setzen Histamin frei (19).  
Basophile Granulozyten sind mit einem Anteil von 0,1- 0,5% die seltensten Leukozyten  im peri-
pheren Blut. Im Gegensatz zu Basophilen kommen Mastzellen nur im Gewebe vor (8). Sie besit-
zen charakteristische Oberflächenmarker, durch die sie von anderen Zellpopulationen unterschie-
den werden können: CD123 ist die Alpha-Untereinheit des IL-3-Rezeptors.  
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CD203c ist ein Aktivitätsmarker humaner Basophiler und Mastzellen (20) und wird ausschließlich 
von diesen und deren Vorläufern exprimiert (21). Bei Aktivierung wird dieser Marker auf der Zell-
oberfläche hochreguliert (22; 20). MHC II wird von Basophilen nur in geringem Maße exprimiert, 
jedoch deutlich auf allen Antigen-präsentierenden Zellen. 
IL-3 führt zu einer sensitiveren Reaktion Basophiler auf IgE. Zum anderen werden Basophile Gra-
nulozyten auch in die Lage versetzt, lösliche Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und über 
MHC-Klasse-II-Moleküle an CD4+-T-Zellen zu präsentieren (13)  
 Zwar scheint die basale Blutbildung durch Ausfall des IL-3-Gens nicht beeinflusst zu sein, jedoch 
verläuft die  Abwehr parasitärer Infektionen in IL-3- Knock-out Mäusen langsamer, was mit einer 
signifikant geringeren Anzahl an Basophilen und Mastzellen zu erklären ist (23). 
IL-3 ist als starker Aktivator und Überlebenssignal für murine und humane Basophile bekannt. Es 
führt zur vermehrten Expression anti-apoptotischer Mediatoren cIAP2, Mcl-1, und Bcl-X  und un-
terbindet die Kaspase 3-abhängige Spaltung von Bcl-2 (24). Im Zuge der Aktivierung bilden murine 
Basophile IL4,  IL-6, IL-13 und Histamin (25; 26; 27). Die Freisetzung von IL-4, IL-13 und Histamin 
nach Stimulation mit IL-3 ist für humane Basophile ebenfalls beschrieben, nicht jedoch die Freiset-
zung von IL-6 (28; 2; 29; 30). 
 
 IL-3-REZEPTOR 1.1.3
Der IL-3–Rezeptor gehört zur gp-140-Familie der Zytokinrezeptoren. Diese besitzen eine ca. 210 
Aminosäuren lange extrazelluläre Domäne, welche durch Cystein- und Tryptophanreiche  Motive 
an ihrem N-terminalen und eine Tryptophan- Serine-X-Tryptophan-Serine (TSXTS) Sequenz am 
C-terminalen Ende charakterisiert ist (4; 6). Des Weiteren befinden sich Fibronectin Typ III Molekü-
le in der extrazellulären Domäne, von denen jeweils zwei durch eine Gelenkregion verbunden sind 
und daher Tandem Fibronektin Typ III (FnIII) genannt werden. Die Gelenkregion besitzt ebenfalls 
ein TSXTS-Motiv und wird als Cytokin Homology Region (CHR) bezeichnet (6; 31). 
Die Zytokinrezeptoren der gp-140-Familie, der neben dem IL3-Rezeptor auch die Rezeptoren von 
GM-CSF und IL-5 angehören, sind Heterodimere, bestehend aus einer - und einer -
Untereinheit. Die 140 kDa schwere Beta-Untereinheit (βc) ist für alle Rezeptoren dieser Familie 
identisch, lediglich die -Untereinheiten (Rα) unterscheiden sich. Die Rα-Einheit des IL-3 Rezep-
tors ist 60 bis 70 kDa schwer und spezifisch für die Bindung von IL-3 (6). Sie besteht aus einer N-
terminalen Immunglobulin-ähnlichen Domäne und einer Membran-proximalen CHR-Region. Die 
Bindung des IL-3 Moleküls erfolgt zunächst an die Bindungsstelle von Rα mit einer Dissoziations-
konstante (KD) von ca. 20-100 nM; durch die anschließende Heterodimerisierung wird die Bindung 
des IL-3 Molekül mit einer KD von ca. 100 pM hochaffin. Die Untereinheit βc vermittelt den größten 
Teil der Signaltransduktion und tritt als Homodimer mit jeweils 4 FnIII-Domänen auf (31; 32).  
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Die Domäne 1 einer -Untereinheit ist mit der Domäne 3 der jeweils anderen über Disulfidbrücken 
verbunden. Vermutlich sind an der Ligandenbindung nur die Domänen 1 und 4  beteiligt (31; 32). 
 
Abbildung 1: Modell der IL-3 Rezeptor-Interaktion.(A) Modell der IL-3 Rezeptor-Interaktion. Das IL-3- Molekül ist Rot 
dargestellt, Rα blau, βc grün. Von dem βc Dimer sind nur die Domänen 1 und 4´ abgebildet. (B) IL-3 Sequenz: IL-3 Se-
quenz: Helices sind durch einen roten Strich über der Sequenz dargestellt. AS, welche mit  βc interagieren, sind grün 
hinterlegt, diejenigen, welche an Rα binden, in blau. Mit roter Schrift sind AS gekennzeichnet, welche in Mutagenesestu-
dien eine funktionelle Rolle zeigten.  Modifiziert nach Dey et al, 2009 (33) 
 
Als Rezeptorinteraktionsstellen auf Seiten des IL-3 Moleküls  werden verschiedene Domänen be-
schrieben. Die Bindung an R erfolgt durch Domänen innerhalb der A, A´ und D Helices (33); die-
jenige an βc wird durch Aminosäuren in der A und C Helix vermittelt (33; 34; 35) (Abbildung 1). 
Die intrazellulären Bereiche besitzen keine katalytischen Einheiten (6). Durch das Vorliegen der c 
als Dimer und der Fähigkeit der AA´Loops des IL-3 untereinander Verbindungen zu formen, liegen 
die IL-3-Rezeptorkomplexe häufig als Multimere vor (33). Die Signaltransduktion am Rezeptor er-
folgt über 3 verschiedene Wege: Janus-kinase (JAK)/STAT, MAP- Kinase und Phosphatidylinositol 
3-kinase (PI3-K), welche eine veränderte Genexpression hervorrufen (35). 
In der Maus ist neben der gemeinsamen beta-Kette (c) von IL-5, IL-3 und GM-CSF eine für IL-3  
spezifische -Einheit bekannt. Diese kann im Gegensatz zu c auch in Abwesenheit der -
Untereinheit IL-3 binden. Die Signaltransduktion kommt jedoch nur durch Dimerisierung von - und 
β-Einheit zustande (36; 31).  
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 SPEZIESSPEZIFITÄT DES INTERLEUKIN-3-MOLEKÜLS 1.1.4
In dieser Arbeit wurde humanes, murines, Ratten-, Mamorsetaffen- und Rhesusaffen- IL-3 ver-
wendet. Die IL-3-Sequenzen der genannten Spezies ähneln sich insofern, dass sie alle aus 5 Exo-
nen und 4 Introns bestehen. Jedoch weisen die Moleküle in ihrer Aminosäure (AS)-Abfolge be-
trächtliche Unterschiede auf. IL-3 ist der hämatopoetische Faktor, der durch die Evolution am 
stärksten verändert wurde (37; 38).   
Das IL-3-Molekül von Ratte und Maus unterscheidet sich in seiner Sequenz und Länge deutlich 
von dem des Menschen. Die Übereinstimmungen zwischen Nager- und humanem IL-3 beschrän-
ken sich auf 46,9 % (Maus-Mensch) bzw. 48,5% (Ratte-Mensch) auf DNA-Ebene und 27,7% bzw. 
38,4% in der AS-Sequenz. Im Vergleich zur humanen IL-3-Sequenz  besitzen die der Nager 3 In-
sertionen, 2 Deletionen sowie 7 zusätzliche AS am 5´und 3´- Ende.  
Die Unterschiede zwischen humanem und Affen-IL-3 sind geringer. Sowohl Mamorset- (Ma-IL-3), 
als auch Rhesus IL-3 (Rh IL-3) ist ein aus 124 Aminosäuren bestehendes Protein. Rh IL-3 unter-
scheidet sich vom humanen durch ein Fehlen der 9 C-terminalen Aminosäuren und eine Substitu-
tion 23 weiterer Aminosäuren (82,5 % Homologie). Ma IL-3 zeichnet sich durch ein Fehlen der AS 
11 und weiterer C-terminaler AS sowie einer Substitution von 42 AS (69,9 % Homologie) (37; 38) 
(Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Sequenzen des IL-3 Proteins. Die  AS Sequenzen von menschlichem (Hu), Schimpansen- (Ch), Rhe-
susaffen- (Rh), Mamorset- (Ma), Maus- (Mu) und Ratten- IL-3 (Ra) sind dargestellt. Das Signalpeptid ist gelb hinterlegt; 
gleiche AS sind mit einem Punkt (.) gekennzeichnet, fehlende mit Bindestrich (-). Modifiziert nach Burger et al 1994 (37).  
Einleitung 
7 
 
1.2 RHEUMATOIDE ARTHRITIS 
 DEFINITION UND EPIDEMIOLOGIE 1.2.1
Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-entzündliche Systemerkrankung, die mit destru-
ierenden Veränderungen an Gelenken und fakultativem Organbefall einhergeht (39). Um eine 
schwerwiegende Beeinträchtigung der Patienten zu verhindern, ist die frühe Diagnose und Be-
handlung der RA unerlässlich (40). Mit einer Prävalenz von 0,5 - 1 % weltweit ist  die RA  die häu-
figste entzündliche Gelenkerkrankung, wobei Frauen dreimal häufiger als Männer betroffen sind 
(41).  Der Altersgipfel bei Ersterkrankung liegt zwischen dem 25. und 40. Lebensjahr bzw. um das 
60. Lebensjahr (42).   
 
 KLINIK DER ERKRANKUNG 1.2.2
Die Klinik der RA unterliegt starken individuellen Unterschieden. Meist (in ca. 50-65 %) zeigt die 
RA einen Wochen bis Monate andauernden schleichenden Beginn. In selteneren Fällen (5-10 %) 
ist ein akuter polyradikulärer Verlauf mit Fieber und Befall der großen Gelenke oder ein intermediä-
rer Erkrankungsbeginn über Tage bis Wochen (ca. 20%) zu beobachten. Häufig geht dem Aus-
bruch der Erkrankung ein Tage bis Wochen dauerndes unspezifisches Prodromalstadium voraus. 
Im Verlauf der Erkrankung bildet sich zumeist der typische symmetrische Befall der Fingergrund-
gelenke und der proximalen Interphalangealgelenke aus. Weiter häufig betroffen sind Hand- und 
Metatarsophalangealgelenke, wohingegen die distalen Interphalangealgelenke nur sehr selten in 
Mitleidenschaft gezogen werden. Große Gelenke werden im Allgemeinen erst nach den kleineren 
symptomatisch, generell kann jedoch jedes Gelenk von der RA betroffen sein. 
Ein typisches Frühsymptom ist die Morgensteifigkeit und die langsam voranschreitende Atrophie 
der betroffenen Muskelgruppen. Ein geringer Gewichtsverlust tritt durch den Zytokinvermittelten 
Katabolismus und die RA-assoziierte Anorexie auf. Rheumaknoten bilden sich vorzugsweise im 
Ellenbogenbereich aus. Häufig ist die RA mit extraartikulären Symptomen in Lunge, Herz, Niere, 
Haut und Augen vergesellschaftet, deren Schweregrad mit Dauer und Schwere der Gelenkerkran-
kung korrelieren (43).  
 
 GENETIK  1.2.3
Eine genetische Disposition spielt, wie auch bei anderen Autoimmunerkrankungen, eine Rolle. 
Eine starke Assoziation von RA mit bestimmten HLA Halotypen (HLA-DR4) ist bekannt (44; 43). 
Verschiedene Zytokin- und Rezeptorpolymorphismen wurden mit einer Disposition für die RA kor-
reliert, unter anderem für IL-3, TNF-alpha und IL-1 (45; 43; 46). 
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 BEHANDLUNG  1.2.4
Die medikamentöse Therapie der RA umfasst symptomatisch wirksame Therapeutika wie Cortison 
und nicht-steroidale antiinflammatorische Medikamente (NSAR) sowie die erkrankungsmodulie-
rende Therapie durch „Disease modifying anti-rheumatic drugs“ (DMARD) (47). Die Therapie sollte 
schon vor Diagnosesicherung beginnen. In dreimonatigen Abständen sollte das Ansprechen auf 
die Therapie kontrolliert und entsprechend dem Ergebnis eine Eskalationstherapie bzw. Deeskala-
tionstherapie eingeleitet werden (48). 
Die DMARDs stellen die sogenannten Basistherapeutika der Arthritisbehandlung dar. Diese sollen 
eine Gelenkzerstörung verzögern oder sogar verhindern. Zu dieser heterogenen Arzneimittelgrup-
pe zählen die klasischen DMARDs und Biologica. In vielen Fällen führen die klassischen DMARDs 
wie Methotrexat oder Sulfasalazin nur zu einer unzureichenden Krankheitskontrolle. 
Biologika sind eine Gruppe von Medikamenten, welche gezielt in die Vorgänge des Körpers ein-
greifen. Sie kommen zum Einsatz, wenn klassische DMARDs versagen (DGRh-Leitlinie, 2011). 
Die meisten für die RA zugelassenen Biologika sind gegen Zytokine gerichtet; einige weitere be-
finden sich noch in der Entwicklung (49) (Tabelle 1). 
Die Rheumatoide Arthritis sollte inderdisziplinär behandelt werden. Dies umfasst  
Physiotherapie, psychologische Interventionen und Patientenschulungen. Zu den operativen Maß-
nahmen bei RA zählen Synovektomien und rekonstruktive Operationen (48).  
 
Tabelle 1:Biologika mit Zulassung zur Therapie der RA. 
Wirkstoff Wirkprinzip Hersteller 
Abatacept Fusionsprotein aus einem Immunglobulin und der extrazellulären 
Dömäne des auf T-Zellen vorhandenen Rezeptors CTLA-4.  Verhin-
dert die Aktivierung von T-Zellen über B7 (Moreland L, 2006). 
Bristol-Myers Squibb 
 
Adalimumab Humaner monoklonaler Antikörper gegen TNFalpha (N., 2003) Abbott 
Anakira Interleukin -1 Rezeptorantagonist Amgen GmbH 
Certolizumab Fab-Fragment eines humanisierten monoklonalen Antikörpers gegen 
TNF-alpha 
UCB 
 
Etanercept Fusionsprotein aus TNF–Rezeptor 2 und des Fc-Anteils von huma-
nem IgG 
Pfizer 
Golimumab Humaner monoklonaler Antikörper gegen TNFalpha Centocor Inc. 
Rituximab Chimärer monoklonaler anti CD20 Antikörper Roche 
Tocilizumab Monoklonaler humanisierter Antikörper gegen den IL-6-Rezeptor Hoffmann- La Roche 
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 ZYTOKINE IN DER RHEUMATOIDEN ARTHRITIS 1.2.5
Die Ätiologie der RA ist noch nicht abschließend geklärt. Jedoch wurden verschiedene Zytokine als 
erkrankungsfördernd identifiziert. Die Blockade von IL-6, TNF und IL-1 wird schon therapeutisch 
genutzt (Tabelle 1), die Rolle einiger weiterer (IL-15, IL-17, IL-18, IL-23, IL-21) wird derzeit unter-
sucht (49). 
Durch Versuche an Mäusen mit Kollagen-Induzierter Arthritis (CIA) wurde 2009 auch Interleukin-3 
als wichtiger Faktor in der Entstehung der RA beschrieben.  
Die Blockade von IL-3 beeinflusst den Krankheitsverlauf positiv. In der Frühphase der Arthritisent-
stehung führt eine intraperitoneale (IP) Applikation blockierender Antikörper  zu einer deutlichen 
Verbesserung der Erkrankung. In den Gelenken der behandelten Mäuse fanden sich deutlich we-
niger Leukozyten, besonders Basophile, CD11+, Monozyten und IL-6. Histologisch konnten eine 
geringere Proliferation der Synovia und weniger Knochendestruktion festgestellt werden. Zudem 
waren die Anti-Kollagen-Antikörper im Plasma wie auch die Basophilen im peripheren Blut vermin-
dert. Umgekehrt führte IP-Injektion von IL-3 in der Anfangsphase der RA zu einer Verschlechte-
rung der Erkrankung, erhöhten Spiegeln von IL-6 und Basophilen im peripheren Blut. In der fortge-
schrittenen RA scheint IL-3 keine Rolle zu spielen (26).  
Im Zuge der Entzündung in der RA werden CD4+- Zellen der Milz bei Vorhandensein costimulatori-
scher Zellen zur Ausschüttung von IL-3 angeregt. IL-3 wirkt nicht nur auf Monozyten und Neutro-
phile, den überwiegenden Zellen in entzündeten Gelenken, sondern auch auf Basophile Gra-
nulozyten (26). Die Aktivierung dieser Zellpopulation durch IgE war in der CIA mit einer deutlichen 
Verschlechterung der Erkrankung verbunden (50). Als Reaktion auf eine Stimulation mit IL-3 schüt-
ten Basophile und Monozyten das arthritisfördernde IL-6 aus (26). Zudem fördern Basophile die 
Proliferation von B-Zellen sowie ihre Ausdifferenzierung zu Plasmazellen (51) 
Es gibt jedoch auch wiedersprüchliche Publikationen. Yogesha et al.  zeigten 2009 am Modell der 
Inflammatorischen Arthritis, dass hohe Mengen an IL-3 durch eine Inhibition von TNFalpha in vitro 
die Knochenerosion und in vivo die Inflammatorische Arthritis verhindern kann. Die von ihnen be-
schriebene Hemmung der Knochenerosionen und der durch TNFalpha, M-CSF und RANKL indu-
zierten Osteoklastogenesis durch IL-3 wurde auch in anderen Publikationen beschrieben (52; 53; 
54; 55). Jedoch existieren auch Publikationen, welche gegenteilig eine vermehrte Osteoklastoge-
nesis aus Knochenmarkvorläuferzellen und Monozyten unter dem Einfluss von IL-3 beobachteten  
(56; 57).   
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Zudem soll IL-3 den Prozentsatz an regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen) dosisabhängig erhö-
hen. Diese Zellen haben einen dämpfenden Effekt auf die Immunantwort und unterdrücken die 
Vermehrung von Effektor-T-Zellen. Die Induktion von Treg-Zellen geschieht durch die Stimulation 
anderer T-Zellen zur IL-2-Produktion. Im CIA-Modell zeigt sich, dass IL-3-Injektionen den Schwe-
regrad der Erkrankung vermindern, die Anzahl an Treg-Zellen erhöhen, die Produktion der proin-
flammatorischen Zytokine IL-6, IL-17A, TNF-α und IL-1 vermindern und die antiinflammatorischen 
Zytokine IFN-γ and IL-10 erhöhen (18) . 
 
 
1.3 ANTIKÖRPER 
Antikörper sind Y-förmige Moleküle, welche von Plasmazellen gebildet werden und der humoralen 
Immunantwort angehören (Abbildung 3). Sie bestehen aus zwei identischen leichten und zwei 
identischen schweren Ketten, welche über Disulfidbrücke verbunden sind. Sowohl die leichten als 
auch die schweren Ketten besitzen sogenannte Ig-Domänen. Als Ig-Dömanen werden zwei anti-
parallele ß-Faltblätter bezeichnet, von der sich in der leichten Kette zwei (eine konstante und eine 
variable Domäne), in den schweren Ketten vier bis fünf (drei bis vier konstante und eine variable 
Domäne) befinden. Die leichten Ketten sind ca. 24 kDa, die schweren 55-70 kDa schwer. Des Wei-
teren können Antikörper in einen konstanten Anteil (Fc) und zwei antikörperbindende Fragmente 
(Fab) unterteilt werden, welche durch eine Gelenkregion verbunden sind. Der Fc-Anteil besteht 
aus den beiden schweren Ketten. Er bindet keine Antigene, jedoch an Antikörperrezeptoren der 
Zellen und vermittelt ihre Aktivierung. Auch die Komplementaktivierung wird durch den Fc-Teil 
vermittelt. An den Fab- Fragmenten, die von je einer leichten und einer schweren Kette gebildet 
werden, befindet sich N-terminal eine variable Region mit Antigenbindungsstelle, über die Antigene 
mit hoher Spezifität und Affintität im Schlüssel-Schloss-Prinzip gebunden werden. Die Antigenbin-
dungsstelle eines Antikörpers wird Epitop genannt. Durch hypervariable Regionen im Genom, wel-
che für diesen Antikörperanteil kodieren, kommen theoretisch über 109 verschiedene Antigenbin-
dungsstellen zustande. Jeder Plasmazellklon produziert jedoch nur einen bestimmten Antikörper-
typ mit einer ganz bestimmten variablen Region (58; 59; 8).  
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Abbildung 3: Aufbau eines Antikörpers. Modifiziert nach Sesarman et al, 2010 (60). 
 
Antikörper kommen im Körper frei oder membrangebunden vor. Im letzteren Fall interagiert der Fc-
Anteil mit der Plasmamembran eines B-Lymphozyten. Die Fc-Teile der Antikörper unterscheiden 
sich je nach Antikörperklasse, die von der Klasse der schweren Kette abhängig ist. In Mensch und 
Maus gibt es 5 verschiedene Klassen bzw Isotypen: IgM, IgG, IgA, IgD, IgE. Im Menschen existie-
ren Unterklassen des IgA- (IgA1, IgA2) und IgG-Isotyps (IgG1,IgG2, IgG3 und IgG4), wohingegen in 
der Maus lediglich IgG-Unterklassen unterschieden werden (IgG1, IgG2, IgG2, IgG3) (8). 
Die Antikörperklassen unterscheiden sich sowohl in der Funktion als auch in der Struktur. 
IgM-Antikörper sind Pentamere, welche über ein cystinreiches „Joining“- Peptid verbunden sind. 
Ihre konstante Region besitzt vier Ig-Domänen. Sie werden beim Erstkontakt mit einem bestimm-
ten Antigen gebildet, kommen jedoch auch auf naiven B-Zellen als Antigenrezeptor vor. IgM ist der 
stärkste Komplementaktivator unter den Antikörpern. IgG kommt im Organismus als Monomer vor. 
Mit einer Konzentration um die 13,5 mg/ml ist es die im Serum häufigste Antikörperklasse. Wie die 
konstante Region der Isotypen IgA und IgD besteht ihre konstante Region aus drei Ig-Domänen. 
Die Antikörper werden verzögert gebildet, bleiben mit einer Serum-Halbwertszeit von 23 Tagen 
jedoch auch am längsten erhalten. Zudem können sie die Plazentaschranke passieren. Das Im-
munglobulin IgA vermittelt den Schutz auf Schleimhäuten und außerdem durch die Muttermilch die 
Immunität des Neugeborenen. Sezerniert wird IgA  in Form eines Dimers, deren Anteile durch ein 
Joining Peptid verbunden sind. Im Serum ist IgA nur in sehr geringen Mengen vorhanden (0,5 
mg/ml) und wird mit einer Halbwertszeit von 2 Tagen sehr schnell abgebaut. IgD kommt als B-Zell-
Rezeptor auf reifen, naiven B-Zellen vor.  (61; 62; 8) 
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Es stimuliert die Vermehrung und Differenzierung der B-Zellen bei Antigenkontakt. IgE ist ein Mo-
nomer mit 4 Ig-Domänen und dient der Parasitenabwehr. Sein Fc- Teil kann von Mastzellen ge-
bunden werden Bei wiederholtem Antigenkontakt werden die Antikörper durch Antigene querver-
netzt und führen zur Ausschüttung von Histamin durch die Mastzellen. Durch diese Eigenschaft 
spielt es auch in der Allergie eine wichtige Rolle. (61; 62; 8) 
Auch bei den leichten Ketten können zwei Klassen unterschieden werden. 60% der Antikörper im 
menschlichen Organismus haben leichte Ketten des kappa-Isotyps, 40% des lambda-Isotyps. In 
der Maus ist die Verteilung von kappa zu lambda ungefähr 10:1. Im Gegensatz zu den Isotypen 
der schweren Ketten sind zwischen kappa- und lambda-Ketten keine funktionellen Unterschiede 
bekannt (8). 
 
 ANTIKÖRPEREIGENSCHAFTEN 1.3.1
1.3.1.1 Antigenspezifität 
Die Bindung eines Antikörpers an lediglich ein bestimmtes Antigen wird Antigenspezifität genannt. 
Schon geringe Strukturänderungen wie beispielsweise die Substitution einer einzigen Aminosäure 
können die Bindung von Antikörpern an ein bestimmtes Antigen deutlich vermindern. In einigen 
Fällen binden Antikörper jedoch auch an strukturell ähnliche Antigene, was als Kreuzreaktivität 
bezeichnet wird (8). 
1.3.1.2 Antigenaffinität 
Die Affinität eines Antikörpers bezeichnet die Stärke der Bindung zwischen einem Antigenepitop 
und einer Antigenbindungsstelle des Antikörpers. Sie wird durch eine Reihe nicht-kovalenter An-
ziehungskräfte vermittelt, wie elektrostatische Anziehung, Wasserstoff-Brückenbindungen, Van-
der-Waals- und hydrophobe Kräfte. Die Affinität eines Antikörpers wird über die Dissoziations-
konstante KD  beschrieben. Diese gibt an, ob Antigen und Antikörper in einem stabilen Gleichge-
wicht eher dissoziiert oder als Komplex vorliegen. Die Affinität eines Antikörpers hängt in erster 
Linie von der Aminosäurensequenz seiner Antikörperbindungsstelle ab. Bei einer normalen hu-
muralen Immunantwort werden Antikörper mit KD von 10
-7M bis 10-11M produziert (8). 
Da sowohl Antikörper als auch Antigene mehrere Bindungsstellen besitzen können, erfolgt die tat-
sächliche Bindung eines Antikörpers an Antigene meist stärker als seine Affinität vermuten ließe. 
Diese Bindungsstärke wird als Avidität bezeichnet. Durch eine hohe Avidität kann eine geringe 
Affinität der einzelnen Antikörperbindungsstellen kompensiert werden. Dies geschieht beispiels-
weise bei der primären Immunantwort, die durch hoch-avide, meist niedrig affine pentamere IgM-
Antikörper vermittelt wird (8). 
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Die Affinität der Antikörper verändert sich während einer Immunantwort durch die so genannte 
Affinitätsreifung. In antigenstimulierten B-Zellen finden somatische Mutationen statt, welche zu 
Veränderungen in der variablen Region führen. Einige dieser Mutationen führen zu einer höheren 
Affinität, andere zu einer niedrigeren. Starke Bindungen des Antigens an membranständige Anti-
körper führen zu einem Überlebenssignal an die jeweiligen B-Zellen. So wird sichergestellt, dass 
nur Zellen mit hochaffinen Antikörpern überleben. Dadurch verändern sich die KD- Werte der Anti-
körper im Serum von 10-7 bis 10-9 bei Erstkontakt zu 10-11 bei erneutem Antigenkontakt (8). 
 
1.3.1.3 Monoklonale Antikörper 
Der Ausdruck monoklonal bezeichnet Antikörper, die nur von einem Klon produziert werden und 
daher alle die gleichen biologischen Eigenschaften besitzen und spezifisch gegen das gleiche 
Epitop des Antigens gerichtet sind. 
 
 METHODEN ZUR HERSTELLUNG MONOKLONALER ANTIKÖRPER 1.3.2
1.3.2.1 Hybridomtechnik nach Köhler und Milstein 
Die am weitesten verbreitete Methode zur Herstellung monoklonaler Antikörper ist die Hybridom-
technik nach George Köhler und César Milstein (63). Diese Technik beruht auf der Fusion Antikör-
per-produzierender B-Zellen mit unsterblichen Myelomzellen und anschließender Selektion derje-
nigen Zelle, welche den gewünschten Antikörper produziert.  
Um Antikörper einer bestimmten Spezifität zu erhalten, werden zunächst Mäuse oder Ratten mit 
einem Antigen immunisiert. Die Milzzellen dieses Tiers werden mit Myelomzellen fusioniert. Dies 
kann unter anderem durch Polyethylenglykol oder wie bei Köhler 1976 durch den aktivierten 
Sendai-Virus erfolgen (8). 
Um zu gewährleisten, dass ausschließlich Hybridomzellen überleben, werden die Zellen in dem 
Selektionsmedium HAT  kultiviert (64). Diesem Medium ist Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin 
zugesetzt. Aminopterin, ein Folsäureanalogon, hemmt das Enzym Dihydrofolatreduktase, welches 
für die Herstellung der  Nukleotidvorläufer nötig ist. Dadurch sind in diesem Medium nur Zellen zur 
DNA-Synthese fähig, die in der Lage sind, diese Stoffe über den Salvage Pathway unter Zusatz 
von Hypoxanthin und Thymidin zu synthetisieren. Salvage Pathway bezeichnet die Synthese von 
Purinen aus Hypoxanthin über das Enzym Hypoxanthin- Guanin Phosphoribosyltransferase 
(HGPRT) und Thymidin Monophosphat aus Thymidin durch das Enzym Thimidinkinase (TK). In 
vitro nicht teilungsfähige Milzzellen sind hierzu in der Lage. Da die verwendeten Myelomzelllinien 
keine HGPRT oder TK besitzen, können Myelmzellen in diesem Medium nicht überleben (8).  
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Somit können in HAT-Medium nur Zellen überleben, die sowohl die DNA der Myelomzellen als 
auch diejenige der Milzzellen besitzen (Abbildung 3) (8).  
Anschließend werden die Hybridomzellen soweit vereinzelt, dass alle in einem Well wachsenden 
Klone von einer Zelle abstammen. Somit sind alle Antigenbindungsstellen der Antikörper gegen 
das gleiche Epitop gerichtet und der Antikörper ist monoklonal (8). Durch Testung der Zellüber-
stände werden diejenigen Hybridoma aufgespürt und kultiviert, welche die gewünschten Antikörper 
bilden. 
 
Abbildung 4: Hybridomtechnik zur Herstellung monoklonaler Antikörper. Modifiziert nach Alkan, S 2004 (65) 
 
1.3.2.2 EBV-induzierte Immortalisierung von B-Zellen 
Eine weitere Möglichkeit B-Zelllinien zu immortalisieren ist die Infektion mit dem Epstein-Barr- Vi-
rus. Die DNA des EB-Virus integriert sich in das Genom der Gedächtnis-B-Zellen und führt zu ei-
ner Proliferation dieser Zellen (66). Die vormals geringe Effizienz dieses Transformationsvorgan-
ges konnte durch TLR-Agonisten deutlich verbessert werden (67). Um Antikörper gegen einen 
bestimmten Keim zu erhalten, wurden gegen diesen gerichtete IgG+ Memory B-Zellen aus dem 
Blut  infizierter Patienten isoliert, anschließend durch EBV und einen TLR-Agonisten immortalisiert 
und kultiviert. Die Konzentration der monoklonalen Antikörper im Überstand bewegte sich zwi-
schen 3 und 20 μg/ml (68) (Abbildung 5). 
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Abbildung 5:  Schema der EBV-induzierten B-Zellimmortalisierung. B-Zelle wird durch den Epstein-Barr-Virus und 
einen Ligand am Toll-like-Rezeptor 9  immortalisiert. Modifiziert nach Lanzavecchia A. et al 2007 (67). 
 
1.3.2.3 Klonierung von leichten und schweren Ketten 
Tilller et al publizierten 2008 eine weitere Methode zur Herstellung monoklonaler Antikörper. Die 
Autoren isolierten B-Zellen aus humanem  Blut und Knochenmark. 
Aus der gewonnenen B-Zell-Population wurden per RT-PCR die variablen Regionen der leichten 
und schweren Antikörperketten amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in eukaryontischen Expres-
sionsvektoren kloniert, welche die konstanten Regionen des humanen IgG1, Ig kappa oder Ig 
lambda enthalten. Aus den Vektor-enthaltenden Bakterienkolonien  wurden gleiche Mengen an 
IgG und Ig Vektoren in Human embryonic kidney Zellen transfiziert. 85% der Transfizierten Klone 
produzierten monoklonale Antikörper in Konzentrationen zwischen 1 μg/ml bis 20 μg/ml (Durch-
schnitt 5µg/ml) (69). 2009 führten Tiller, Busse und Wardemann mit einer vergleichbaren Technik 
die Produktion von Antikörpern aus murinen B-Zellen durch (70). Bei dieser Technik ist wie auch 
bei der EBV-Immortalisierung keine Subklonierung nötig, da die gewonnenen Kulturen monoklona-
le Antikörper produzieren. 
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1.4 ZIELSETZUNG DER ARBEIT 
In der Frühphase der Rheumatoiden Arthritis wird Interleukin-3 ein erkrankungsfördernder Effekt 
zugesprochen. Im Tiermodell führte eine Blockade des IL-3 durch monoklonale Antikörper zu einer 
deutlichen Verbesserung der Erkrankung. Ziel der Arbeit war es, Antikörper gegen Interleukin-3 
herzustellen und diese zu charakterisieren. Idealerweise sollten die entstandenen Antikörper den 
Isotyp IgG aufweisen, gegen ein lineares Epitop gerichtet sein, die biologischen Eigenschaften des 
IL-3 blockieren und in einem Tiermodell zu testen sein, was eine Kreuzreaktivität gegenüber dieser 
Spezies voraussetzt.  
Hierfür wurden die Isotypen, die Kreuzreaktivitäten gegenüber IL-5, GM-CSF, Rhesusaffen-, Rat-
ten- und Maus-IL-3 und die jeweiligen Affinitäten der Antikörper bestimmt. Zur Bestimmung der 
Epitope erfolgte zunächst ein Western Blot. Die Bindungsstellen der gegen lineare Epitope gerich-
teten Antikörper wurden anhand von Peptiden, welche die Sequenz des IL-3 beinhalten, genauer 
ermittelt.  
Um die blockierenden Eigenschaften der Antikörper zu testen, wurden mehrere Versuche durchge-
führt. Zunächst wurde geprüft, ob die Proliferation von IL-3-abhängigen Zellen durch Zugabe der 
Antikörper unterbunden werden kann. In einem weiteren Versuch wurde durchflusszytometrisch 
getestet, ob die Bindung des IL-3 an mononukleäre Zellen des Blutes durch die Antikörper verrin-
gert wird. Zum Abschluss wurde untersucht, ob die Antikörper die Freisetzung von Zytokinen durch 
Basophile unterbinden, da diese für die Wirkung des IL-3 in der RA verantwortlich gemacht wer-
den.  
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 LABORGERÄTE UND –MATERIALIEN 
 GERÄTE 2.1.1
Tabelle 2: Geräte 
Laborgeräte Bezugsquellen 
Analysewaage Sartorius, Göttingen 
Brutschränke BBD 6220 Thermo Scientific, Hanau 
Chirurgische Instrumente Fine Science Tools, Heidelberg 
Digitalkamera Nikon D70  Nikon,Düsseldorf 
Durchflusszytometer FACSCalibur, Durchflusszy-
tometer FACSCantoII 
BD Biosciences, Heidelberg 
Durchlichtmikroskop Axiovert 200M Zeiss, Jena 
EMax® precision microplate reader MWG Biotech, Ebersberg 
Entwickler „Curix 60“ Agfa, Mortsel, Belgien 
„Thermomixer“ Eppendorf-Cup-Rüttler Eppendorf, Hamburg 
Kryobox Nalgene, Rochester, USA 
Magnet Octo-, QuadroMACS Separator, Multi-
Stand 
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Pipetten (P10, P20, P100, P200, P1000)  Gilson, Bad Camberg 
Pipetten (Mehrkanalpipette) Brand, Wertheim 
Pipetten (Multipette plus) Eppendorf, Hamburg 
Pipettierhilfe Pipetboy acu ISB Integra Biosciences, Chur, Schweiz 
Schüttler für Western Blot Membranen  IKA Labortechnik, Staufen 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System BioRad, München 
Spannungsquelle „Standard Power Pack 25“ Biometra, Göttingen 
„Vortex Genie“ Kleinschüttler Scientific Industries, San Diego, USA 
Western-Transferkammer Peq Lab, Erlangen 
Wasseraufbereitungsanlage  Millipore, Eschborn 
Wasserbad GFL, München 
X-Ray Cassette REGO, Augsburg 
Zentrifuge (Centrifuge 5417 R) Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge (Megafuge 16 R) Thermo Scientific, Hanau 
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 GLAS- UND PLASTIKWAREN 2.1.2
Tabelle 3: Glas- und Plastikwaren 
Glas- und Plastikwaren  
 
Bezugsquellen 
 
Einmalskalpell (No. 10; No. 11) Pfm, Köln 
Einmalspritzen (1 ml, 2 ml, 10 ml, 20 ml) BD Biosciences, Heidelberg 
ELISA-Platte Maxisorb S96 Nunc, Roskilde, Dänemark 
Kanülen BD Microlance 3 (27Gx3/4‘‘, 26Gx1/2‘‘) BD Biosciences, Heidelberg 
Kanülen (Butterfly) Sarstedt, Nümbrecht 
Kryovials  Nalgene, Rochester, USA 
Neubauer Zell-Zählkammer Brand, Wertheim 
Nylonsiebe (Cell Strainer 70 µm)  BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich 
Petrischalen (35 x 10, 60 x 15, 100 x 20 mm) Greiner Bio-one, Frickenhausen 
Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen (300 µl) Brand, Wertheim 
Pipettenspitzen (Combitips) Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen (mit Filter 100 µl, 1000 µl) Eppendorf, Hamburg 
Plasmaröhrchen (9ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Polystyrolröhrchen für Durchflusszytometer  BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich 
Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Röntgenfilme GE Healthcare, Wien 
Separationssäulen (LS Columns) Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Serumröhrchen ( 7,5ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Zellkulturplatten Flachboden 24-Well/48-Well, 
Zellkulturplatten Flach-/Rundboden 96-Well 
Greiner Bio-one, Frickenhausen 
Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich 
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 CHEMIKALIEN, REAGENZIEN, PUFFER UND REAKTIONSMEDIEN 2.1.3
Tabelle 4: Chemikalien, Reagenzien Puffer und Reaktionsmedien 
Chemikalien  Bezugsquellen 
3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin (TMB) Sigma Aldrich, Taufkirchen 
2,2'-Azino-di-(3-Ethylbenzthiazolin)-6-Sulfon- 
ABTS-Puffer 10x, (Säurepuffer) ABTS-Tabletten 
Roche, Mannheim 
Acrylamid Stammlösung Roth, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Bovines Serumalbumin (BSA) (Fraktion V) Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Counting beads für die Durchflusszytometrie Caltag/Invitrogen, Karlsruhe 
Developer Agfa, Mortsel, Belgien 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roche Diagnostics, Mannheim 
Ethanol reinst (75 Vol.-%) J.T. Baker, Griesheim 
FACSLysing Solution, FACSClean, FACSFlow, 
FACSRinse 
BD Biosciences, Heidelberg 
Ficoll 400 Serva, Heidelberg 
Horse radish peroxidase gekoppeltes Streptavidin 
(HRP-Streptavidin) 
BD Biosciences, Heidelberg 
IgG1 Kappa from murine myeloma Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Laurylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt 
Methanol Merck, Darmstadt 
Natriumchloridlösung (NaCl-Lösung), Natriumhyd-
rogencarbonat (NaHCO3) 
Merck, Darmstadt 
N,N,N`,N`-Tetramethylenediamine (TEMED) Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Polyethylene Glycol 1500 (PEG 1500) Roche Diagnostics, Mannheim 
Rapid Fixer Agfa, Mortsel, Belgien 
Tris-HCL Amersham Biosciences,München 
Tryptanblaulösung USB, Cleveland, USA 
Türkische Lösung, Tween 20 Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Schwefelsäure (H2SO4), Wasserstoff-peroxid 
(H2O2) 
Merck, Darmstadt 
 
 GEBRAUCHSFERTIGE ZELLKULTURMEDIEN UND ZELLKULTURZUSÄTZE 2.1.4
Tabelle 5: Gebrauchsfertige Zellkulturmedien und Zellkulturzusätze 
Zellkulturmedien und -zusätze  
 
Bezugsquellen 
Aqua dest. BBraun Melsungen Ag, Melsungen 
ß-Mercaptoethanol 14,3 M Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Fetales Kälberserum (FKS Gold, hitzeinaktiviert 1 
h, 56 °C)  
PAA, Cölbe 
Natriumpyruvat, Nicht-essentielle Aminosäuren 
(NEAA), Penicillin, Streptomycin, RPMI 1640 Me-
dium (Roswell Park Memorial Institute) mit L-
Glutamin 
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 
 
Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin (50x) (HAT), 
Hypoxanthin, Thymidin (50x) 
OPI Media Supplement (50x), OPI Media Supple-
ment (50x) 
Sigma Aldrich, Taufkirchen 
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 GEBRAUCHSFERTIGE KITS  2.1.5
Tabelle 6: Gebrauchsfertige Kits 
Kits 
 
Bezugsquelle 
Basophilen Isolation Kit II human Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Duo Set ELISA (Human) R&D Systems, Abington,UK 
Fluorokine®Biotinylated Human IL-3 R&D Systems, Abington,UK 
IL-13 Human Ultrasensitive ELISA Kit Invitrogen, Karlsruhe 
Lightening Link HRP Conjugation Kit Innova Biosciences, Babraham,UK 
MTT Cell Proliferationsassay ATCC LGC Standards, Wesel 
 
 ZYTOKINE, ANTIKÖRPER, ENZYME 2.1.6
Tabelle 7: Zytokine, Antikörper und Enzyme 
Zytokin/Antikörper 
 
Bezugsquelle 
 
Anti-Mouse IgG (whole molecule)–Peroxidase an-
tibody produced in rabbit 
Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Anti- PE Beads Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Biotin Rat Anti-Mouse IgG1 (Klon A85-1) BD Biosciences, San Jose, USA 
Goat IgG purified Immunglobulin reagent grade R&D Systems, Abington UK 
 
human IL-3 Antibody (monoclonal purified Mouse 
IgG) Klon 4806 
R&D Systems, Abington UK 
 
Human IL-3 Affinity Purified Polyclonal Ab, Goat 
IgG 
R&D Systems, Abington UK 
 
IgG1 Kappa from murine myeloma, Klon MOPC21 Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Purified mouse IgG1 kappa Isotype Control, Klon 
MOPC21/P3 
eBioscience, San Diego, USA 
Purified Rat Anti-Mouse IgG1 (Klon A85-3) BD Biosciences, San Jose, USA 
Recombinant Human Complement component 
C5a/CF 
R&D Systems, Abington UK 
Rekombinante Human GM-CSF/IL-5/IL-3 PeproTech Inc., Rocky Hill, USA 
Recombinant Rat IL-3 BD Biosciences, San Jose, USA 
Recombinant murine IL-3 PeproTech Inc., Rocky Hill, USA 
IL-3-Peptid 1  
APMTQTTPLKTSWVNCSNMIDEIITHL 
EZBiolab, Carmel, USA 
IL-3-Peptid 2:  
EIITHLKQPPLPLLDFNNLNGEDQDIL 
EZBiolab, Carmel, USA 
IL-3-Peptid 3:   
EDQDILMENNLRRPNLEAFNRAVKSLQ 
EZBiolab, Carmel, USA 
IL-3-Peptid 4:  AVKSLQNASAIESILKNLLPCLPLA-
TA 
EZBiolab, Carmel, USA 
IL-3-Peptid 5:   
LPLATAAPTRHPIHIKDGDWNEFRRKL 
EZBiolab, Carmel, USA 
IL-3-Peptid 6:  
EFRRKLTFYLKTLENAQAQQTTLSLAIF 
EZBiolab, Carmel, USA 
IL3-Pepid 1A APMTQTTPLKTSWAKCSNMIDEII EZBiolab, Carmel, USA 
IL3- Peptid 1B:  APMTQTTSLKTSWVNCSNMIDEII EZBiolab, Carmel, USA 
IL3- Peptid 1Ma:  
AAPTQTMPLKTTQVNCSNLREEIVTL 
EZBiolab, Carmel, USA 
Material und Methoden 
21 
 
 MEDIEN, LÖSUNGEN, PUFFER 2.1.7
2.1.7.1 Western Blot 
Tabelle 8: Medien, Lösungen, Puffer für den Westernblot 
Trenngel - Trispuffer pH 8.8 90.83g/500ml H2O(1.5M) Tris-HCl , 
pH 8.8 
Sammelgel - Trispuffer pH 6.8 30g/500ml H2O (0.5M) Tris-HCl 
pH 6.8 
Laemmli- SDS Probenpuffer (2x) 10ml/50ml (20%)Glyzerin, 5ml/50ml 
125mM Trispuffer pH6.8, 2g/50ml (4%) 
SDS, 10mg/50ml (0.02%), Bromphe-
nolblau, 5ml/50ml (10%)2-
Mercaptoethanol 
Elektrodenpuffer (5x): 
 
10g/2l (40mM)Tris base, 144g/2l 
(0.95M) Glyzin, 10g/2l (0.5%)SDS 
Sammelgel 
 
0.85 ml Acrylamid-Stammlsg. 30%ig, 
1.25 ml Trispuffer pH 6.8, 2.8 ml Aqua 
bidest, 50µl SDS-Lsg. 10%ig,  50µl 
APS 10%ig, 10µl TEMED 
Trenngel 12 %ig 
 
4.00 ml Acrylamid-Stammlsg. 30%ig, 
2.5ml Trispuffer pH 8.8, 3.3ml Aqua 
bidest., 100µl  SDS-Lsg. 10%ig, 100µl 
APS 10%ig, 5µl TEMED 
Transfer Puffer 
 
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,02% 
SDS, 20% Methanol 
Blocklösung 
 
5% Magermilchpulver, 0,5% Tween 
20, 1x PBS 
Waschlösung 1x PBS 
 
2.1.7.1 ELISA 
Tabelle 9: Medien, Lösungen, Puffer für ELISA 
ELISA (nicht kommerziell)  
Coating- Puffer 1x PBS 
Blocklösung/Verdünnungsmedium 2% BSA/PBS 
Entwicklungslösung ABTS- Tablette in 50ml ABTS-Puffer 
Waschpuffer 0.05% Tween in PBS 
ELISA (Duo Set)  
Coating- Puffer 1x PBS 
Blocklösung/Verdünnungsmedium 1% BSA/PBS 
Entwicklungslösung 10ml Citrat- Phosphat- Puffer (pH 5.0) 
TBS-Tablette, 2µl H2O2 
Stopplösung 12.5% Schwefelsäure 
Waschpuffer 0.05% Tween in PBS 
ELISA (Invitrogen)  
Verdünnungsmedium Standard Diluent Buffer (0.1% Sodium 
azide); im Kit vorhanden 
Entwicklungslösung Tetramethylbenzidin; im Kit vorhanden 
Stopplösung im Kit vorhanden 
Waschpuffer im Kit vorhanden 
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2.1.7.3 Zellisolation 
Tabelle 10: Medien, Lösungen, Puffer für die Zellisolation 
MACS Puffer   2 mM EDTA; 0,5 Gew.-% BSA in 1x PBS 
10x PBS 1,8 mM KH2PO4;10,3 mM Na2HPO4 
137 mM NaCl; 2,7 mM KCl2 in Aqua dest. 
 
2.1.7.4 Zellkulturmedien 
Tabelle 11: Medien, Lösungen, Puffer für die Zellkultur 
Kulturmedium für TF-1- und  X63Ag8-Zellen 500 ml RPMI 1640, 10% FCS 
HAT- Medium 500 ml RPMI 1640, 62.5 ml FCS,10 ml HAT-
Stammlösung, 5 ml Penicillin/Streptomycin-
Stammlösung, 5ml L-Glutamin  
HT- Medium 500 ml RPMI 1640, 62.5 ml FCS, 
10 ml HT-Stammlösung, 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin-Stammlösung, 5ml L-
Glutamin  
OPI- Medium 500 ml RPMI 1640, 62.5 ml FCS, 5 ml OPI-
Stammlösung, 5 ml Penicillin/Streptomycin-
Stammlösung, 5ml L-Glutamin 
115- Medium 500 ml RPMI 1640, 62.5 ml FCS, 5 ml OPI-
Stammlösung, 5 ml Penicillin/Streptomycin- 
Stammlösung, 5ml L-Glutamin, 5ml Na- 
Pyruvat, 5ml Non-essentielle Aminosäuren, 
1.8 μl β-Mercaptoethanol 
Wachstumsmedium für TF-1 Zellen 500 ml RPMI 1640, 50 ml FCS, 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin- Stammlösung, 5ml L-
Glutamin, 5ng/ml IL-3/ GM-CSF 
Einfriermedium Kulturmedium, 5% DMSO 
Standardmedium 500ml RPMI 1640, 50 ml FCS, 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin- Stammlösung, 5ml L-
Glutamin 
 
2.1.7.5 Zelllinien 
Tabelle 12: Zelllinien 
TF1- Zellen Wachstumsfaktor-abhängige, hämatopoeti-
sche Zelllinie 
X63Ag8- Zellen Myelomzelllinie der Maus 
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 ANTIKÖRPER FÜR DIE DURCHFLUSSZYTOMETRIE  2.1.8
Tabelle 13: Antikörper für die Durchflusszytometrie 
Spezifität 
 
Konjugat Klon Bezugsquelle 
CD63 PE H5C6 BD Biosciences, San Jose, USA 
CD123 PE-Cy5 9F5 BD Biosciences, San Jose, USA 
CD203c PE 97A6 
 
Beckman Coulter, Marseille,  
Frankreich 
HLA-DRII APC L243 BD Biosciences, San Jose, USA 
 
 ANALYSE- UND BEARBEITUNGSPROGRAMME 2.1.9
Tabelle 14: Analyse- und Bearbeitungsprogramme 
Programm 
 
Bezugsquelle 
CellQuestPro 3.1 BD Bioscience, Heidelberg 
Facs Diva v6.1.3 BD Bioscience, Heidelberg 
Microsoft Exel Microsoft , Redmont, USA 
SoftMax 2.31 MDS Analytical Technologies, Ismaning 
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2.2 METHODEN 
 TIERE UND TIERHALTUNG 2.2.1
Bei den Untersuchungen wurden weibliche BALB/c- Mäuse verwendet, welche im 12h/12h- Hell- 
Dunkel-Rhythmus bei konstanter Rt (21 °C ± 2 °C) in den Tierställen des Universitätsklinikums 
Regensburg gemäß dem deutschen Tierschutzgesetz gehalten wurden. Autoklaviertes Wasser 
und handelsübliches Futter wurde ad libidum verabreicht. 
 
  HERSTELLUNG VON ALUMINIUMPRÄZIPITAT 2.2.2
1ml humanes Interleukin-3(hIL-3; 100 µg/ml)  wurde unter sterilen Bedingungen mit 4 ml 10% Kali-
um-Aluminium-Sulfat-Lösung gemischt. Mit 1 molarem Kalium-Hydroxid wurde pH 7 eingestellt.  
Anschließend wurde das Gemisch 3-mal gewaschen (1500 U/Min, 5 Min. in PBS) und auf eine IL-
3-Konzentration von 25 µg/ml eingestellt.  
 
 IMMUNISIERUNG DER MÄUSE 2.2.3
 
 
Abbildung 6: Schema der Immunisierung. Modifiziert nach Renner 2010 (71). 
 
6-12 Wochen alte Balb/c Mäuse wurden nach 0, 4 und 8 Wochen mit 5 µg bzw. 10µg hIL-3 in Alu-
miniumpräzipitat durch intraperitoneale Injektion immunisiert. Die letzte Immunisierung erfolgte am 
Vortag der Fusion mit 10 µg bzw. 20 µg hIL3 gelöst in 100µl sterilem PBS (Abbildung 6).   
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 HERSTELLUNG VON FEEDERLAYERN DURCH  PERITONEAL-LAVAGE 2.2.4
Zur Gewinnung der Peritonealmakrophagen für zwei bis drei 96-Well-Platten wurde eine weibliche 
BALB/c Maus benötigt. Nach Tötung und Desinfektion der Maus wurde die Bauchhaut abpräpariert 
und 10 ml HT-Medium in die Peritonealhöhle injiziert. Der Bauch der Maus wurde leicht massiert, 
um Zellen zu lösen. Anschließend wurde das Medium mittels einer Spritze wieder abgesaugt. Die 
so gewonnene Makrophagensuspension wurde in ein 15 ml Falkon überführt und gewaschen 
(1200 U/min; 5 Minuten). Nach Absaugen des Überstandes, wurde das Pellet in HT-Medium re-
suspendiert und in 100µl pro Well  auf  96-Well-Platten ausplattiert und 24h bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert, bevor die Hybridomzellen hinzugegeben wurden. 
 
 GEWINNUNG MONONUKLEÄRER ZELLEN DES PERIPHEREN BLUTES (PBMCS) 2.2.5
AUS VOLLBLUT 
Als PBMCs werden Blut-Zellen bezeichnet, welche einen runden Kern besitzen. Zu ihnen werden 
Lymphozyten, Monozyten, Basophile Granulozyten, Natural Killer Zellen (NK-Zellen) und Dendriti-
sche Zellen gezählt (8). 
Das humane EDTA-Blut wurde zunächst 1:2 mit sterilem PBS verdünnt. In einem 50 ml-Falkon 
wurden 15ml Ficoll mit je 30 ml Probe überschichtet. Die Falkons wurden für 20 Minuten bei 1500 
rpm und Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Die Mononukleären Zellen, die sich in Inter-
phase des Ficoll sammelten (Abbildung 7), wurden abgenommen und in ein neues Gefäß über-
führt. Anschließend wurden die PBMCs zweimal in PBS gewaschen. Die Zentrifugation zwischen 
den Waschschritten erfolgte bei 1200 U/min für 10 Minuten.  
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Ficoll. Links vor Zentrifugation; rechts nach Zentrifugation. Aufgrund 
der unterschiedlichen Dichten verschiedener Zelltypen führt die Zentrifugation zur Bildung von Schichten. Erythrozyten, 
Granulozyten und abgestorbene Zellen sammeln sich am Boden des Falcons. Die PBMCs befinden sich oberhalb des 
Ficoll-Plaques.  
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 KULTIVIERUNG UND LAGERUNG EUKARYONTER ZELLEN 2.2.6
In Tabelle 11 und Tabelle 12 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und Kultur-
medien zusammengefasst. Die Kultur erfolgte im Inkubator bei 37°C und 5 % CO2. Alle Arbeiten 
mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen an einer Werkbank durchgeführt. 
 Passagieren der Zellen: Überführen eines Aliquots in eine neue Kulturflasche und Befüllen 
mit frischem Kulturmedium.  
 Auftauen von Zellen: Um eine Kultur einer Zelllinie anzulegen wurden die gewünschten Zel-
len aus flüssigem Stickstoff entnommen und im Wasserbad bei 37 ° aufgetaut. Der Inhalt 
des Kryoröhrchens wurde in ein 15 ml- Falkon überführt, mit RPMI-Medium aufgefüllt und 
bei 1600 U/min fünf Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Überstand abgesaugt, 
das Pellet in ca. 15 ml Medium resuspendiert und in eine 25cm2 Zellkulturflasche überführt. 
Diese wurde bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
 Einfrieren der Zellen: Sie wurden 5 Minuten lang mit 1600 U/min bei Raumtemperatur zent-
rifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, die Zellen im Einfriermedium resuspendiert und 
in Kryoröhrchen pipettiert. Um die Bildung großer Eiskristalle während des Einfrierens zu 
verhindern, wurden die Zellen in einer Kryobox mit einer Abkühlrate von 1°C/h auf -80°C 
gebracht. Nach 24 Stunden wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff überführt. 
 
 BESTIMMUNG DER ZELLZAHLEN 2.2.7
Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in einer Zellsuspension wurde Tryptanblau verwendet, 
das tote Zellen auf Grund ihrer gestörten Membranintegrität blau färbt. Da lebende Zellen nicht 
angefärbt werden, können diese im Lichtmikroskop unterschieden werden. Je nach Zelldichte wur-
de die Zellsuspension zunächst verdünnt, bevor 10 μl der Suspension mit 10 µl einer 0,1%igen 
Tryptanblaulösung gemischt wurden. Die lebenden Zellen wurden unter Zuhilfenahme der Neu-
bauer-Zählkammer unter dem Phasenkontrast-Mikroskop ausgezählt. Um die tatsächliche Zellkon-
zentration in der Ausgangssuspension zu errechnen, wurde die gezählte Zellzahl pro Großquadrat 
mit den sich aus der Verdünnung durch die Tryptanblaulösung und die Zellsuspension ergebenden 
Verdünnungsfaktoren und dem Kammerfaktor 104 multipliziert. Dies entspricht der Zellzahl pro ml 
Ausgangssuspension. 
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 HERSTELLUNG VON HYBRIDOMZELLEN 2.2.8
Die Hybridomzellen wurden durch Fusion von antikörperproduzierenden Zellen mit Tumorzellen 
hergestellt (siehe 1.3.2.1). Wir nutzten die Myelomzelllinie X63Ag8 und B-Zellen aus der Milz der 
hIL-3 immunisierter Mäuse. 
Die X63Ag8-Zellen wurden am Vortag der Fusion 1:2 verdünnt (gesplittet). Zur Gewinnung der Milz 
über einen Flankenschnitt wurde eine immunisierte Maus getötet und desinfiziert. Um eine Einzel-
zellsuspension zu erhalten wurde die Milz in einer Petrischale mit 10 ml RPMI-Medium zerkleinert 
und durch ein Sieb mit 70 µm Porengröße gedrückt. Die Zellen wurden zweimal in RPMI-Medium 
gewaschen (1200 U/min, 5 Minuten, bei 20 °C). Parallel dazu wurden die X63Ag 8-Zellen in der 
gleichen Weise zweimal gewaschen und ihre Anzahl bestimmt. Anschließend wurden 20 Millionen 
der X63Ag8-Zellen mit den Splenozyten einer Milz bei 1200 U/min für 5 Minuten in einem 50 ml 
Falkon zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet gelockert.  
Die Fusion der X63Ag8-Zellen mit den B- Lymphozyten aus der Milz wurde durch Zugabe von Po-
lyethylenglycol (PEG) ausgelöst. Zunächst wurde zu Milz- und X63Ag8-Zellen unter Schwenken im 
Wasserbad bei 37 °C tropfenweise 1 ml PEG über einer Minute hinzugegeben und für 90 Sekun-
den inkubiert. Dann wurden 3ml RPMI- Medium während 3 Minuten tropfenweise hinzugefügt; an-
schließend 12ml RPMI Medium über 5 Minuten.  Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation bei 1200 
U/min für 5 Minuten bei 20 °C. Es erfolgte eine Resuspendierung in HAT-Medium und eine Aus-
plattierung der Zellen auf zehn 96-Well-Flachboden-Platten in 100µl pro Well. Daraufhin wurden 
sie im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 3 Tagen erfolgte eine Zugabe von 100µl 
HAT-Medium pro Well, anschließend wurde das Medium alle 3 Tage gewechselt. An  Tag 10 bis 
12 erfolgte die Testung auf spezifische Antikörperproduktion. 
 
 SUBKLONIERUNG DER HYBRIDOMZELLEN 2.2.9
Zur Herstellung monoklonaler Antikörper wurden die Zellen in den positiv gescreenten Wells 
1:25000, 1:125000: 1:625000 und 1:3125000 in HT-Medium verdünnt. Von diesen Verdünnungen 
wurden je 100 µl pro Well auf einer halben 96- Loch-Platte ausplattiert, welche am Vortag mit Peri-
tonelamakrophagen besetzt worden war. Die Makrophagen dienen den vereinzelten Klonen als 
Lieferanten von Wachstumsfaktoren. Die Verdünnungen wurden in HT-Medium durchgeführt. Um 
die Wahrscheinlichkeit für den Erhalt eines monoklonalen Antikörpers zu erhöhen, wurde die Sub-
klonierung zweimal durchgeführt. 
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 GEWINNUNG DER KLONÜBERSTÄNDE 2.2.10
Zur Gewinnung der Klonüberstände aus einer Zellkulturflasche wurde das Kulturmedium unter 
sterilen Bedingungen in ein Falkon-Röhrchen überführt und bei 1200 U/min für 10 Minuten abge-
fugt. Der Überstand wurde steril in ein neues Röhrchen überführt und bei -4 ° C gelagert. Befan-
den sich die Hybridomzellen in einer 96- Well-Platte, wurde der Überstand unter einer sterilen 
Werkbank abpipettiert, abgefugt und für den jeweiligen Versuch verwendet. 
 
 HRP-LABELING DER AUFGEREINIGTEN ANTIKÖRPER  2.2.11
Beim HRP-Labeling, wird an den Antikörper das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP) gebunden, 
so dass dieser Antikörper anschließend als Detektion-Antikörper im ELISA verwendet werden kann 
(siehe 2.2.12.1). Das Enzym HRP katalysiert die Chromogenumwandlung eines Substrats im ELI-
SA, erkennbar durch einen Farbumschlag. Nach Herstellerangaben wurden 100µl der Antikörper in 
der Konzentration 1mg/ml mit 10 µl LL-Modifier-reagent durchmischt, auf den Lightening-Link-Mix 
gegeben und für 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 10 µl LL-
Quencher hinzugegeben und für weitere 30 Minuten inkubiert. Nach dieser Zeit konnten die Anti-
körper aliqotiert werden und bei -20 °C gelagert werden.  
 
 
 ELISA (ENZYM LINKED IMMUNO SORBENT ASSAY) 2.2.12
Der ELISA dient der quantitativen und qualitativen Bestimmung von Proteinen oder Antikörpern in 
Flüssigkeiten. In dieser Arbeit wurden Indirekte und Double-Bond ELISA-Techniken verwendet. 
Wenn nicht anders bezeichnet, erfolgten die Schritte bei Raumtemperatur. 
 
2.2.12.1  Indirekter ELISA  
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung eines indirekten ELISAs. Modifiziert nach Jeffrey M. Vinocur 
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Mit dieser ELISA-Technik wurden qualitativ die Bindungseigenschaften der hergestellten Antikör-
per bestimmt. 96-Well-Platten wurden mit Antigen beschichtet und mit Hybridomüberstand befüllt. 
Enthielt dieser Überstand Antikörper, die gegen das Antigen gerichtet waren, banden sie als Pri-
märantikörper an dieses. Nach einer Inkubationszeit und mehrmaligem Waschen wurde ein Se-
kundärantikörper hinzugegeben, welcher gegen den Fc-Anteil des Primärantikörpers gerichtet war. 
An den sekundären Antikörper war das Enzym Meerettich-Peroxidase (HRP) gebunden (Abbildung 
8), das einen Farbumschlag katalysiert (siehe 2.2.11). Die mehrmaligen Waschvorgänge zwischen 
den Inkubationsschritten lösen nicht gebundene Substanzen von der Platte.  
Hierfür wurden 96-Well-Platten über Nacht bei 4 °C mit 1µg pro Well des Antigens beschichtet, 
gegen die eine Antikörperbindung stattfinden soll. Um unspezifische Bindungen der Antikörper 
auszuschließen, wurde jeweils eine PBS-gecoatete Negativkontrolle mitgeführt 
 Beim Screening der Hybridomüberstände auf anti-IL-3-Produktion und der Isotypbestim-
mung der Antikörper erfolgte das coaten mit IL-3. 
 Bei der Testung der Antikörper auf Kreuzreaktivität mit Ratten-IL3 und Maus-IL3 wurde je 
eine Spalte der 96-Well-Platte mit humanem-IL3, eine mit Ratten-IL3 und eine mit Maus-IL3 
beschichtet. 
 Bei der Testung der Antikörper auf Kreuzreaktivität mit IL5 und GM-CSF wurde je eine 
Spalte der 96-Well-Platte mit humanem-IL3, eine mit GM-CSF und eine mit rekombinantem 
IL5 gecoatet. 
 Bei der Testung der Antikörperbindung an die Peptide 1 bis 6, 1A, 1B und 1Ma (siehe Ta-
belle 7) wurde mit diesen beschichtet. 
 Bei der Testung der Kreuzreaktivität mit Rh IL-3 wurde je eine Spalte mit hIL3 und eine mit 
RhIL3 gecoatet. 
Die Inkubationsschritte erfolgten jeweils nach dreimaligem Waschen Nach dem Blockieren der 
freien Bindungsstellen mit 100 µl Blockierlösung (2% BSA/PBS) für 2h wurden die Platten für 1 
Stunde mit 100µl der hergestellten Antikörper inkubiert. War eine Verdünnung der Überstände 
notwendig, erfolgte diese in der Blocklösung. Bei der Isotypbestimmung erfolgte anschließend die 
Inkubation mit dem Sekundärantikörper anti-mouse Igκ, Igλ, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgE, IgM, IgA und 
als Negativkontrolle ohne Sekundärantikörper. Als sekundärer Antikörper bzw. Tertiärantikörper 
diente ein gegen Maus-IgG gerichteter HRP-gekoppelter Antikörper (Verdünnung 1:2000). Mit die-
sem wurden die Platten eine weitere Stunde im Dunkeln inkubiert. Als Chromogenlösung wurde 
2,2'-Azino-di-(3-Ethyl-benzthiazolin)-6-Sulfon-Säure (ABTS) genutzt. Nach 20-minütiger Inkubation 
unter Lichtausschluss wurde die Extinktion bei 405 nm und der Referenzwellenlänge 490nm abge-
lesen. 
  
Material und Methoden 
30 
 
2.2.12.2 Direkter ELISA (Sandwich-ELISA) 
 
Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Sandwich-ELISAs. Modifiziert nach Jeffrey M. Vinocur 
Beim Sandwich-ELISA bindet ein an die Platte fixierter Capture-Antikörper das zu bestimmende 
Antigen. Anschließend wird das Antigen an einem anderen Epitop durch den Detektion-Antikörper 
gebunden. Entweder der Detektion-Antikörper selbst ist an HRP gekoppelt oder ein HRP-
gekoppelter Sekundärantikörper bindet diesen am Fc-Teil. In dieser Arbeit sollte in einigen Fällen 
nicht das Protein, sondern der Detektion-Antikörper detektiert werden.  Die Konzentration des ge-
suchten Antigens ist direkt proportional zur HRP-katalysierten Färbung (Abbildung 9). 
Sandwich ELISA ohne Sekundärantikörper 
Am Vorabend wurden die 96-Well-ELISA-Platten mit dem in PBS verdünnten Primärantikörper mit 
100 µl pro Well beschichtet. Folgende Antikörper wurden zum Beschichten eingesetzt: 
 purified rat anti-mouse IgG1 in der Konzentration 5 µg/ml zur Bestimmung der IgG1-
Konzentration in den Klonüberständen 
 bei den kommerziellen R&D „Duo Set Kit“-ELISAs um einen gegen das gesuchte Interleu-
kin gerichteten Capture-Antikörper der Konzentration 2 µg/ml  
 zur Herstellung eines eigenen Interleukin ELISA wurde analog dem Kit von R&D Systems 
mit 2 µg/ml der zuvor ausgewählten aufgereinigten Antikörper 8.36.38 (AK8), 11.14.6 
(AK11), 13.4.4 (AK13) und dem Capture-Antikörper aus dem R&D „Duo Set Kit“ gecoatet. 
Die folgenden Inkubationsschritte erfolgten jeweils nach dreimaligem Waschen. 
Nach Absättigung der freien Bindungsstellen am Plattenboden mit Blocklösung für 2h wurden die 
Platten für 2h mit 100µl der Proben und der zugehörigen Standardverdünnungsreihe inkubiert. Um 
eine verlässliche Aussage über die Konzentration der gesuchten Proteine in der Probe machen zu 
können, mussten die Proben vor dem Auftragen soweit im Blockpuffer verdünnt werden, dass die 
zu erwartende Optische Dichte (OD) im linearen Bereich der OD der Standardkurve lag. Anschlie-
ßend wurden 100µl der Detection-Antikörper in die Wells pipettiert und für eine Stunde inkubiert. 
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Als Detection-Antikörper dienten 
 bei der IgG1-Bestimmung: ein biotinylierter, gegen murines IgG1 gerichteter Antikörper.  
 bei den „Duo Set Kit“-ELISAs: der im Kit enthaltene Detection-Antikörper 
 bei der Herstellung eines eigenen IL-3 ELISAs: HRP-gelabelte Antikörper AK 11, AK 8, AK 
13 und der Detektion-Antikörper von R&D. Die Antikörper wurden in allen möglichen Kom-
binationen von Capture und Detektion verwendet. 
Als nächster Schritt erfolgte bei den „Duo Set Kit“-ELISAs (20 Minuten) und der IgG1-Bestimmung 
(1Stunde) die Inkubation mit Streptavidin-HRP. Dies ist nötig, da die verwendeten Antikörper nicht 
an HRP, sondern Biotin gebunden waren, das keinen Farbumschlag verursacht, jedoch an Strep-
tavidin bindet. Abschließend wurde 100µl Substrat Solution zugegeben um eine Farbreaktion her-
vorzurufen.  
Die Substrat Solution des RD Kits enthielt Tetramethylbenzidin (TMB). Der Farbumschlag wurde 
nach 20 Minuten abgedunkelter Inkubationszeit mit 12,5 % Schwefelsäure gestoppt und die Opti-
sche Dichte mittels eines ELISA-Readers bei 450 nm gemessen. Bei der IgG1- Konzentrationsbe-
stimmung wurde ABTS als Substrat Solution genutzt (siehe oben). 
 
Sandwich ELISA mit Sekundärantikörper 
Auch zur Bestimmung der relativen Affinität der anti-IL-3-Antikörper in den Klonüberständen wurde 
ein Sandwich ELISA verwendet. Hierfür wurden 96-Well-Platten über Nacht bei 4°C mit polyklona-
lem Goat IgG anti-human IL-3 der Konzentration 1 µg/ml gecoatet und am nächsten Tag für 24 h 
mit humanem IL-3 der Konzentration 250 ng/ml in 100 µl pro Well inkubiert. Da die Affinität einiger 
der getesteten Antikörper sehr hoch war, wurde in einem weiteren Versuch mit polyklonalem Goat 
IgG anti-human IL-3 in verschiedenen Konzentrationen (2 µg/ml; 0,66 µg/ml bzw. 0,22 µg/ml) ge-
coatet. Durch einen Isotyp wurde die Menge an Goat IgG konstant gehalten.  Die anti-humanes IL3 
Antikörper dienten lediglich dazu, eine Denaturierung des IL-3 durch direkte Bindung an den Plat-
tenboden zu verhindern. Aus Sensitivitätsgründen ist eine möglichst vollständige Beladung der 
anti-hIL3-Antikörper erwünscht, was durch die lange Inkubationszeit mit hIL-3 gewährleisten wer-
den soll. Im Anschluss erfolgt die Inkubation mit 100µl der Klonüberstände und des monoklonalen 
anti-hIL-3 von RD für 2h, danach mit Streptavidin-HRP gebundenem anti-mouse IgG für eine wei-
tere Stunde. Als Chromogenlösung wurde wiederum ABTS verwendet. Alle Inkubationszeiten er-
folgten nach 3-maligem Waschen mit Waschlösung. 
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 MTT-PROLIFERATIONSASSAY 2.2.13
Der MTT-Assay wird verwendet um die Anzahl lebender Zellen semiquantitativ zu bestimmen. Dies 
gelingt durch die Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) 
zu Formazan durch NADH, NADPH und Succinat mit Hilfe von Enzymen des Endoplasmatischen 
Retikulums und der Atmungskette. Sichtbar wird diese Reaktion durch einen Farbumschlag von 
gelb auf blau. Da die mitochondrialen Enzyme zur Katalyse der Reaktion intakt sein müssen, ist 
die Farbreaktion proportional zur Anzahl der lebenden Zellen in der Probe.  
Nach vorsichtiger Abnahme von 100µl Überstand pro Well wurden 10 µl MTT-Reagent zugegeben 
und für 4 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach 4 Stunden wurden die Zellmembranen 
durch Zugabe von 100µl  MTT-Solvent pro Well lysiert, so dass sich die entstandene Farbreaktion 
gleichmäßig in dem Well verteilte.  Am folgenden Tag wurden die Extinktion bei 540 nm und der 
Referenzwellenlänge 650 nm abgelesen. 
 
 SODIUM DODECYL SULFAT POLYACRYLAMID GEL ELEKTROPHORESE  2.2.14
(SDS- PAGE) 
Bei der SDS-PAGE werden Proteine nach Denaturierung ihrer Größe nach entsprechend in einem 
Polyacrilamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. 
Als Vorbereitung wurden 0,2 µg des gewünschten Proteins in PBS verdünnt, so dass das Endvo-
lumen 10 µl entsprach. Anschließend wurden 10 µl Lämmli-Probenpuffer hinzugegeben. Durch das 
im Probenpuffer enthaltene SDS werden die Proteine denaturiert und negativ geladen. Um sicher 
zu gehen, dass wirklich alle Proteine denaturiert wurden, wurden die Proben für 3 Minuten auf 90° 
erhitzt. Das Sammelgel wurde über das Trenngel geschichtet, nachdem das Wasser über dem 
Trenngel abgegossen war und  mit einem zehnfächrigen Gelkamm versehen, um Taschen für die 
Proben freizuhalten. Anschließend wurde der Kamm entfernt und das Gel in eine mit Laufpuffer 
gefüllte Gelkammer überführt. Die Proben und der Standard wurden in die dafür vorgesehenen 
Taschen pipettiert und bei 22 Amper (A) für ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur aufgetrennt. Für die 
Zusammensetzung der Gele siehe Tabelle 8. Nach dem SDS- Page wurde das Sammelgel ver-
worfen und das Trenngel für 30 Sekunden in den Transferpuffer eingelegt. Die der Größe des 
Trenngels angepasste PVDF-Membran wurde zunächst für 5 Sekunden in Methanol eingelegt, 
anschließend 30 Sekunden in den Transferpuffer. Die Whatman-Papiere, welche ebenfalls auf die 
Größe des Gels zugeschnitten waren, wurden eine Minute in eine Schale mit Transferpuffer einge-
legt. 
  
Material und Methoden 
33 
 
 WESTERN BLOT 2.2.15
Der Western Blot beruht auf der elektrophoretischen Übertragung der Proteine aus einem SDS-
Polyacrilamidgel auf eine PVDF-Membran. In dieser Arbeit wurde das Verfahren des Semidry-
Blots mit Gelen der Größe 8cm x 4cm x 0,75cm verwendet.  
Hierfür wurden auf die Anoden-Platte drei Lagen Whatman-Papier platziert, darüber die PVDF-
Membran, darauf das Trenngel und wiederum drei Lagen Whatman-Papier. Daraufhin wurde die 
Kathoden-Platte aufgelegt. Der Transfer erfolgte bei 24 Volt (V) für 30 Minuten bei Raumtempera-
tur. 
Nach dem Transfer wurde die Membran bei 4° über Nacht auf dem Schüttler in 5% Milchpulver-
Blocklösung eingelegt, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, sodass 
die Nachweisreaktion möglichst nicht beeinträchtigt wurde. Am Folgetag wurde die Membran drei-
mal gewaschen und zerteilt, so dass auf jedem Teilstück der Membran sowohl ein Teil des Stan-
dards zu sehen war als auch das zu untersuchende Protein. Die Membranstücke wurden für 2 
Stunden mit 5 µg/ml bzw. einer 1:10 Verdünnung der Primärantikörper in 1% Milchpulver- Lösung 
inkubiert. Als Sekundärantikörper wurde ein gegen murines IgG gerichter Antikörper in der Ver-
dünnung 1:1000 verwendet, welcher an das Enzym Merettich-Peroxidase gebunden war. Zur De-
tektion einer Antikörper- Bindung an das Protein wurde die Membran mit einer Mischung aus Wes-
tern-Blot-Reagenz A und B (je 7,5 ml, so dass die Membran vollständig von der Flüssigkeit be-
deckt war) für 1 Minute inkubiert. Zwischen den Inkubationen erfolgte jeweils 4-maliges Waschen 
für 5 Minuten mit PBS. 
Anschließend wurde die Membran in einer Klarsichthülle in eine Filmkassette gegeben und die 
Luftblasen zwischen Klarsichthülle und Membran entfernt. Dann wurde in der Dunkelkammer ein 
Röntgenfilm der Membran aufgelegt. 
Nach der Expositionszeit (zwischen 5 Sekunden und 40 Minuten) wurde der Film in den Entwickler  
gegeben.  
 
 MAGNETISCHE ZELLSEPARATION  2.2.16
Die magnetische Zellseparation (MACS) ermöglicht es, bestimmte Zellpopulationen aus Zellsus-
pensionen zu isolieren. Die Matrix der MACS-Säulen besteht aus magnetischen Kugeln, welche 
beim Einsetzen in ein Permanent-Magnetsystem mit diesem in Wechselwirkung treten und so ei-
nen Feldgradienten in ihrem Inneren erzeugen.  
Die Zellsuspension wird mit Antikörpern inkubiert, welche  gegen spezifische Oberflächenantigene 
der gewünschten  Zellpopulation gerichtet sind. An die Antikörper gebundene magnetische Micro-
beads sorgen für eine Bindung der  Antkörper-beladenen Zellen an die Säulenmatrix.  
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Unbeladene Zellen hingegen durchlaufen die Trennsäule. Die Isolationen wurden gemäß den Her-
stellerprotokollen (Miltenyi Biotec, Deutschland) durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 
LS+-Säulen (Kapazität: 107 magnetisch markierte Zellen) verwendet. 
Humane Basophile wurden mittels Basophil Isolation Kit II von Milteny über MACS-Säulen aufge-
reinigt. Hierbei werden alle in PBMCs enthaltenen Zellen mit Ausnahme der Basophilen an Micro-
Beads gebunden und aus der Zellsuspension depletiert. Nach Herstellerangaben wurden durch 
Ficoll Plaque-Aufreinigung zunächst PBMCs aus humanem Vollblut isoliert, zweimal gewaschen 
und gezählt. Die folgenden Volumenangaben beziehen sich jeweils auf 107 Zellen. Bei einer höhe-
ren Ausbeute an PBMCs wurde ein entsprechend größeres Volumen der Reagenzien gewählt. Die 
Zellen wurden in 30 µl MACS-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von je 10µl FcR Blocking Rea-
gent und Basophil Biotin-Antibody Cocktail wurden die Zellen gut durchmischt und für 10 Minuten 
bei 4° C inkubiert. Anschließend wurden wiederum 30 µl Macs Puffer und 20 µl Anti-Biotin Micro-
Beads hinzugegeben und bei 4°C für 15 Minuten inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen mit 2ml 
MACS-Puffer und Zentrifugation für 10 Minuten bei 1600rpm wurden bis zu 108 Zellen in je 500µl 
Macs Puffer resuspendiert. 
Die Säulen wurden mit 3ml MACS-Puffer gespült. Anschließend wurde die Zellsuspension auf die 
Säulen gegeben und der Durchfluss aufgefangen. Die Säulen wurden dreimal mit 3ml MACS-
Puffer gespült. Der Durchfluss wurde ebenfalls aufgefangen. Abschließend wurden die Basophilen 
gezählt und die Reinheit der Basophilensuspension durchflusszytometrisch geprüft (2.2.18, 
2.2.17).  
 
 DURCHFLUSSZYTOMETRIE 2.2.17
Die Durchflusszytometrie basiert auf der Messung von Streulichteigenschaften. Die Zellen passie-
ren hierfür einzeln einen Laserstrahl und erzeugen so charakteristische Streu- und Fluoreszenz-
signale. Durch Photodetektoren werden diese Signale registriert und in ein elektrisches Signal um-
gewandelt. Der Forward Scatter (FSC) liefert Informationen über die Größe der Zellen, der Side 
Scatter (SSC) über ihre Granularität.  
Durch Färbung der Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern kann eine Aussage über die 
auf den Zellen repräsentierten Oberflächenantigene gemacht werden, die Rückschlüsse auf den 
Zelltyp zulassen. Die Flurochrome werden durch den Laser angeregt und emittieren je nach Fluro-
chrom Licht einer bestimmten Wellenlänge. Die Lichtintensität ist zur Anzahl der markierten Anti-
gene proportional. Die Analyse erfolgte mit den Programmen CellQuest oder Diva. 
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 EXTRAZELLULÄRE FÄRBUNG  2.2.18
Die Oberflächenmarker der Zellen wurden mit Zytochrom gekoppelten Antikörpern gefärbt um sie 
im Durchflusszytometer unterscheiden zu können. Für humane PBMCs und humane Basophile 
wurde folgende Farben in der Verdünnungen 1:50 verwendet: CD123 Phycoerythrin- Cyanin 5.5 
(PE-Cy5.5); HLA II Allophycocyanin (APC); CD203c Phycoerythrin (PE) . 
Vor der Färbung wurden unspezifische Bindungsstellen (Fc-Rezeptoren) auf den Zellen durch In-
kubation mit einem unmarkierten mouse-IgG in PBS bei Raumtemperatur für 15 min blockiert. Da-
nach wurden die Zytochrom-gekoppelten Antikörper hinzu gegeben und im Dunkeln bei 4°C für 20 
min inkubiert. Zwischen den einzelnen Schritten erfolgte jeweils ein dreifacher Waschvorgang mit 
PBS (1600U/min, 5 min). 
 
 BLOCKADE DER IL-3 BINDUNG AN HUMANE ZELLEN (FLUROKIN KIT R&D) 2.2.19
In diesem Versuch wurde geprüft, ob die Bindung von IL-3 an PBMCs durch die Zugabe der her-
gestellten Antikörper AK8, AK11, AK13 und des Antikörper Klon 4608 von R&D (AK R&D) verhin-
dert werden kann. Dies wurde durchflusszytometrisch an Hand von FITC-markiertem IL-3 be-
stimmt.  
Nach Herstellerangaben erfolgte die Inkubation von je 10µl der verschiedenen IL-3 Antikörper mit 
10µl der biotinylierten IL-3-Lösung (1,25 µg/ml) bzw. Negative Control-Lösung für 30 min bei 
Raumtemperatur. Die Antikörper wurden in einer höchsten Konzentration von 100µg/ml eingesetzt 
und in einer 1/3 Verdünnungsreihe bis zu einer Konzentration von 0,3 µg/ml herunterverdünnt. 
Anschließend wurden 200.000 PBMCs in 20µl Zellsuspension hinzugegeben und 1 Stunde bei 4°C 
inkubiert. Nach 2-maligem Waschvorgang in PBS erfolgte nun eine Färbung mit Fluorochrom-
gekoppeltem Streptavidin für 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln. Für den folgenden 2-maligen 
Waschvorgang (1600 U/min; 5 min) wurde der im Kit beigefügte Waschpuffer genutzt und die Pro-
ben im Anschluss durchflusszytometrisch untersucht. 
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 ZELLKULTURANSÄTZE 2.2.20
2.2.20.1 Zeitkinetik der Stimulation von TF 1 Zellen mit verschiedenen Zytokinen 
Bei TF1-Zellen handelt es sich um eine erythroleukämische Zelllinie, welche bei der Zugabe von 
GM-CSF und IL-3 proliferiert (72). Vor dem Versuchsansatz wurden die Zellen zunächst eine Wo-
che in Wachstumsmedium bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Da der Vorrat an Rh IL-3 sehr gering 
war, erfolgte vor dem Proliferationsversuch keine Kultiverung der Zellen in diesem Zytokin. Das 
letzte Splitten der Zellen erfolgte am Vortag des Versuchs. 
Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in ein 50ml Falkon überführt, bei 1600 U/min ab-
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 1ml Standardmedium resuspendiert 
und gezählt. Anschließend wurden in verschiedenen Ansätzen 5.000, 10.000 oder 20.000 Zellen in 
100µl Medium pro Well ausplattiert. 
Die Stimulation der Zellen erfolgte mit unterschiedlichen Zytokinkonzentrationen: 
 GM-CSF- bzw. IL3-Konzentration: 10ng/ml; 5ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25 ng/ml; 0,625ng/ml; 
0,3125 ng/ml; 0,1563 ng/ml 
 Rh IL-3 und h IL-3 wurden mit je 5 ng/ml in ihrer Wirkung verglichen. 
Bei allen Versuchsansätzen erfolgten Kontrollen (1. kein Zytokin, 2. nur Medium). Alle Werte wur-
den in Triplikaten geführt. Nach 2, 3, 4 und 5 Tagen wurde je eine Platte mittels MTT-Assay aus-
gewertet. 
 
2.2.20.2 Testung der Antikörper auf Blockade der biologischen Zytokin-Wirkung  
TF1- Zellen wurden verwendet um zu testen, ob durch die Antikörper auch die biologische Wirkung 
der Zytokine unterbunden wird. Durch Zugabe der gegen humanes IL-3 gerichteten Antikörper soll 
die Bindung der Zytokine an die TF-1 Zellen verhindert werden, wodurch diese in ihrer Proliferation 
gehemmt werden. Dies wurde mittels MTT-Assay gemessen.  
Die hergestellten Antikörper und AK R&D wurden mit verschiedenen Konzentrationen des zu blo-
ckierenden Zytokins in 100 µl pro Well auf 96-Well-Platten verteilt und für eine Stunde präinkubiert.  
Die höchste Konzentration der Antikörper betrug abhängig von den Antikörpern 27 µg/ml (bei 
schwach blockierenden) bzw. 3 µg/ml (bei stark blockierenden). Diese wurde in acht 1:3-Schritten 
verdünnt. 
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 Endkonzentrationen IL-3:  10 ng/ml; 5 ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25 ng/ml; 0,6125 ng/ml  
0,312ng/ml und 0 ng/ml. 
 GM-CSF: 5ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,625 ng/ml, 0,3125 ng/ml und 0 ng/ml 
 IL-3 und GM-CSF: 0 bzw. 2,5 ng/ml GM-CSF und 0 bzw. 2,5 ng/ml IL-3 in allen Kombinati-
onen. 
Bei allen Versuchsansätzen wurden Kontrollen mitgeführt: 
 kein Zytokin 
 höchste Zytokinkonzentration ohne Antikörper  
 Isotypenkontrollen (Mouse IgG 1 kappa mit höchster Konzentration  IL-3 bzw. GM-CSF) 
 nur Medium. 
Es wurden jeweils 4-fach-Werte verwendet. Der Ansatz wurde für 5 Tage bei 5% CO2 und 37°C 
inkubiert. Nach 5 Tagen wurde die Proliferation mit dem MTT-Proliferationsassay ausgewertet.  
 
 
2.2.20.3 Stimulation von humanen Basophilen und PBMCs 
200.000 Zellen wurden in Rundbodenplatten in 220µl/Well je nach Zellausbeute für 5 Stunden und 
24 Stunden unter folgenden Bedingungen inkubiert. 
Versuchsansätze (jeweils Doppelwerte) 
 10ng/ml humanes IL-3 
 1µg/ml humanes anti-IgE 
 10ng/ml humanes C5a 
 10ng/ml humanes IL-3+ 1µg/ml humanes anti-IgE 
 10ng/ml humanes IL-3+ Zugabe von 10ng/ml humanem C5a nach 15 Minuten 
 ohne Zusätze. 
Im Anschluss an die Stimulation wurden Platten bei 2400 U/min abgefugt, um die Überstände ab-
zunehmen. Die Überstände wurden bei -80°C eingefroren um anschließend im ELISA auf IL-13, 
IL-6 und IL-4 untersucht zu werden. Nach 3-fachem Waschen der verbleibenden Zellen wurden 
diese, wie in 2.2.18 beschrieben, gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. 
  
Material und Methoden 
38 
 
2.2.20.4  Blockade der Basophilen Aktivierung durch anti-IL-3 Antikörper 
200.000 Zellen wurden in Rundbodenplatten in 220µl/Well für 24 Stunden unter folgenden Bedin-
gungen inkubiert (jeweils Doppelwerte): 
 10ng/ml humanes IL-3 
 10ng/ml humanes IL-3+ 25µg/ml AK 11 
 10ng/ml humanes IL-3+ 25µg/ml AK 13 
 10ng/ml humanes IL-3+ 25µg/ml AK 8 
 10ng/ml humanes IL-3+ 25µg/ml AK R&D 
 ohne Zusätze. 
Im Anschluss an die Stimulation wurden Platten bei 2400 U/min abgefugt, um die Überstände ab-
zunehmen. Die Überstände wurden bei -80°C eingefroren um anschließend im ELISA auf IL-13, 
IL-6 und IL-4 untersucht zu werden. Nach 3-fachem Waschen der verbleibenden Zellen wurden 
diese wie in 2.2.18 beschrieben gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. 
 
 BEZEICHNUNG DER ENTSTANDENEN KLONE 2.2.21
Zur Bezeichnung der Klone wurde folgende Nomenklatur gewählt: 
Da die Klone fusionsübergreifend durchnummeriert wurden, entspricht die erste Zahl der Nummer 
des Klons. Die zweite Nummer bezieht sich auf den Subklon aus der ersten Klonierung, die dritte 
auf den Subklon der zweiten Klonierung. 
zB.: 11.18.1 
Klon Nr. 11  
Klon Nr. 18 aus der 1. Subklonierung 
Klon Nr. 1 aus der 2. Subklonierung. 
  
Ergebnisse 
39 
 
3 ERGEBNISSE 
3.1 HERSTELLUNG MONOKLONALER ANTIKÖRPER GEGEN HUMANES INTERLEUKIN-3 
Bei Fusion und Screening wurde wie in Abschnitt 2.2.8 und 2.2.12.1 verfahren. Als Beispiel sei 
ELISA-Platte 1 aus Fusion 1 dargestellt:
 
Abbildung 10: Screening auf positive Klone mittels ELISA. Beispielhaft ist  Fusion 1, Platte 1 dargestellt. Grün: Posi-
tivkontrolle (Klon 3.47.20); blau: Negativkontrolle (Medium); grau: unbeladene Wells, gelb: positiv getestete Wells 
 
In vier Fusionen wurden insgesamt 9 unterschiedliche monoklonale anti-IL-3-produzierende Klone 
hergestellt, von denen jeweils mehrere Subklone eingefroren wurden (Tabelle 15).  
Tabelle 15: Überblick über die entstandenen Klone 
Klon Subklone nach Reklonierung 
36 36.26.10 
38 38.18.5 
41 41.28.1 
41.28.4 
42 42.47. 
42.47.38 
43 43.14.28 
43.14.24 
44 44.16.4 
44.16.5 
44.16.16 
45 45.14.27 
46 46.21.1 
46.21.4 
47 47.28.15 
47.28 .18 
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3.2 CHARAKTERISIERUNG DER MONOKLONALEN ANTIKÖRPER 
Neben den selbst hergestellten wurden auch die zuvor in der Arbeitsgruppe hergestellten Antikör-
per 2.28.11 (AK 2), 3.47.20 (AK 3), 5.3.2 (AK 5), 7.42.45 (AK 7), 8.36.38 (AK 8), 10.12.4 (AK 10), 
11.14.6 (AK 11) und 13.4.4 (AK 13) charakterisiert. Da die Antikörper als Medikament verwendet 
werden sollen, war es nötig, dass sie dem Isotyp IgG angehören und das humane IL-3-Protein 
linear binden.  
 ISOTYPENBESTIMMUNG  3.2.1
Mittels ELISA wurde eine Isotypbestimmung der monoklonalen Antikörper durchgeführt. Die Anti-
körper AK 3, AK 8, AK 10, AK 11, AK 13, 36.26.10 (AK 36), 41.28.4 (AK 41), 42.47.28 (AK 42), 
43.14.28 (AK 43), 44.16.16 (AK 44), 45.14.27 (AK 45), 47.28.15 (AK 47) gehören dem Isoptyp 
IgGκ an. Der Klon 38.18.5 (AK 38) besitzt ebenfalls eine schwere Kette des Typs IgG1, die leichte 
Kette ist vom λ-Typ. Die Antikörper AK 2, AK 5 und AK 7 gehören dem Isotyp IgM κ  an. Da ledig-
lich die Klone des Isotyps IgG für uns interessant waren, wurden nur IgGκ und IgGλ weitercharak-
terisiert. 
 
 IGG- KONZENTRATIONSBESTIMMUNG IN DEN ÜBERSTÄNDEN 3.2.2
Die Mastermixe (Mix aller Überstände eines Klons) der monoklonalen Antikörper bzw. der aufge-
reinigten Antikörper wurden mittels ELISAs auf ihre IgG1 Konzentration bestimmt.  
Die Konzentrationen in den Überständen schwankten zwischen 1,1 µg/ml und 76,5 µg/ml: Die Klo-
ne 3.47.20  (23µg/ml), 10.12.4 (13 µg/ml), 38.18.5 (1,1 µg/ml), 41.28.4 (12,8µg/ml) und 45.14.27 
(8,8 µg/ml) produzierten geringe Mengen Antikörper. Die Klone 8.36.38 (63µg/ml), 11.14.6 
(55µg/ml), 13.4.4 (45µg/ml), 36.26.10  (58,3g/ml), 42.47.28 (69,3µ/ml), 43.14.28 (58,3µg/ml), 
44.16.16 (76,4µg/ml), 47.28.15 (60,5 µ/ml) erreichten deutlich höhere Konzentrationen zwischen 
58,3 µg/ml und 76,4 µg/ml. Um höhere Konzentrationen der Antikörper zu erhalten, wurden die 
Klone 13.4.4, 11.14.6 und 8.36.38 extern aufgereinigt. Die Konzentration dieser Antikörper wurde 
auf 1,5mg/ml (Klon 13.4.4), 1,85 mg/ml (Klon 11.14.6) und 2,2 µ/ml (Klon 8.36.38) bestimmt. 
Von diesen Konzentrationen wurde in den weiteren Experimenten ausgegangen. 
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 KREUZREAKTIVITÄTEN DER ANTIKÖRPER 3.2.3
3.2.3.1 Kreuzreaktivität der Antikörper mit humanem IL-5 und GMCSF 
Da IL-3, IL-5 und GM-CSF strukturelle Ähnlichkeiten aufweisen (siehe 1.1.1), wurde die Kreuzreak-
tivität der selbst generierten Antikörper sowie des erworbenen Antikörpers Klon 4806 von R&D (AK 
R&D) mit den genannten Molekülen bestimmt. Die Testung erfolgte mittels ELISA. 
AK10 zeigte eine leichte Kreuzreaktivität mit GM-CSF, welche dreifach geringer war als die Bin-
dung an hIL-3, jedoch keine mit hIL-5. AK8 und AK 38 reagierten in sehr geringem Umfang mit hIL-
5 (Antikörper 8: vierfach geringer; Antikörper 38: fünffach geringer), aber nicht mit GM-CSF. Die 
Antikörper AK 3, AK 11, AK 13, AK 36, AK 41, AK 42, AK 43, AK 44, AK 45, AK 46, AK 47, AK 
R&D zeigten keine Kreuzreaktivität mit IL-5 oder GM-CSF (Abbildung 11). 
 
3.2.3.2 Kreuzreaktivität mit murinem IL-3 und Ratten IL-3  
Da es hilfreich wäre, die Wirksamkeit und Unschädlichkeit der Antikörper in einem Tiermodell zu 
testen, wurde die Kreuzreaktivität der Antikörper mit Rhesusaffen- (Rh IL-3), Ratten- (rIL-3) und 
murinem IL-3 (mIL-3) mittels ELISA getestet. Keiner der getesteten Antikörper zeigt eine Kreuzre-
aktivität mit murinem oder Ratten IL-3 (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Testung der Kreuzreaktivität der Antikörper mit mIL-3, rIL-3, GM-CSF und IL-5 mittels ELISA. Das 
Coating erfolgte mit 1µg/ml des zu untersuchenden IL-3-Poteins. Als Primärantikörper wurden die Klonüberstände in 3 
Verdünnungen verwendet. An der X-Achse sind die im ELISA gemessenen optischen Dichten (OD) für die Bindung der 
Antikörper an die verschiedenen IL-3-Arten aufgetragen, an der Y-Achse die Verdünnungen des Klonüberstands. 
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3.2.3.3 Testung der Kreuzreaktivität mit Rhesus IL-3 
Testung der Kreuzreaktivität mit Rhesusaffen IL-3 mittels ELISA 
Die Testung auf Kreuzreaktivität mit Rhesusaffen IL-3 (Rh IL-3) fand auf Grund der begrenzten 
Verfügbarkeit nicht für alle Klone statt. Lediglich AK R&D erkannte die Struktur von Rh IL-3. Die 
Antikörper AK 8, AK 11, AK 13, AK 36, AK 38, AK 41, AK 42, AK 43, AK 44, AK 45, AK 46, AK 47 
zeigten keine Kreuzreaktivität (Abbildung 12). 
 
Abbildung 12: Kreuzreaktivität der Antikörper mit Rhesusaffen IL-3. Die Testung erfolgte mittels ELISA. Das 
Coating erfolgte mit 1µg/ml des zu untersuchenden IL-3-Poteins. Als Primärantikörper wurden 3 Verdünnungen der Anti-
körper verwendet. An der X-Achse sind die im ELISA gemessenen optischen Dichten (OD) für die Bindung der Antikör-
per an die verschiedenen IL-3-Arten aufgetragen, an der Y-Achse die Konzentration des Antikörpers. 
 
Test auf Kreuzreaktivität zu Rhesusaffen IL-3 mittels Western Blot 
Um auszuschließen, dass die Kreuzreaktivität der Antikörper mit Rh IL-3 durch die Sekundär- und 
Tertiärstruktur verhindert wird, wurde diese im Western Blot erneut getestet. Die Antikörper 8 und 
11 zeigten keine Kreuzreaktivität mit linearem Rhesusaffen IL-3. Auch bei AK R&D zeigte sich 
nach 30 min Belichtung keine Bande bei RhIL-3 (Abbildung 13). 
Abbildung 13: Western Blot zur Testung auf Kreuzreaktivität mit linearem RhIL-3.0,2 µg IL-3/ Lane wurden auf 
einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Expositionszeit betrug 5 Sekunden für die hier dargestellten 
Banden der Antikörper AK 11 und AK8 und 30 min für die hier dargestellte Bande des AK R&D. 
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 EPITOPBESTIMMUNG 3.2.4
3.2.4.1 Testung der linearen Bindung 
Um zu testen, ob die Antikörper ein lineares Epitop des humanen IL-3-Proteins erkennen, wurde 
der Western Blot verwendet. In der Probenvorbereitung des Western Blots wurden Sekundär- und 
Tertiärstruktur des hIL-3 Proteins zerstört, so dass nur noch das lineare Protein auf der Membran 
vorhanden ist. Erfolgt eine Bindung der Antikörper an IL-3 im Western Blot, handelt es sich dem-
nach bei dem vom Antikörper erkannten Epitop um eine lineare Sequenz. 
Die Antikörper AK 8, AK 11, AK 13, AK 36, AK 42, AK 43, AK 44, AK 45, AK 46 erkannten hIL-3 im 
Western Blot und binden somit an ein lineares Epitop. AK 2, AK 3, AK 5,  AK 6, AK 7, AK 10,  AK 
28, AK 41, AK 47 binden nicht an lineares IL-3 (Abbildung 14). 
 
Abbildung 14: Western Blot zur Testung der linearen Bindung der Antikörper. 1 µg IL-3/ Lane wurden auf einem 
12%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der jeweilige Klonüberstand (1:10 in 1% Milchpulver verdünnt) fand als 
Primärantikörper Verwendung. Die Expositionszeit betrug 5 Sekunden. 
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3.2.4.2 Epitopbestimmung der linearen Antikörper 
Um die Epitope der linearbindenden Antikörper näher zu bestimmen wurde die Bindung der Anti-
körper an überlappende Peptidfragmente des humanen IL-3 im ELISA getestet (Abbildung 15). Die 
Bindungsstelle der gegen Peptid 1 gerichteten Antikörper wurde noch genauer bestimmt. Da hu-
manes IL-3 sich im Peptid 1 nur an zwei Stellen von Rhesus IL-3 unterscheidet, wurden zwei Pep-
tid 1-Varianten gewählt, in denen jeweils eine Stelle der Rhesusaffensequenz entspricht, die ande-
re der humanen (Peptid 1A, 1B). Zudem wurde die Bindung an Peptid 1 des Mamorset-IL-3 getes-
tet (Peptid 1Ma) (Abbildung 16). 
 
Abbildung 15: Aminosäuresequenzen der Peptide 1-6. Überlappende Sequenzen sind in grau dargestellt. 
 
 
Abbildung 16: AS-Sequenzen der Peptide 1A,1B,1Ma. Unterschiede sind grau dargestellt 
 
Die Antikörper AK 11, AK 43, AK 44, AK 45, AK 46 und AK R&D binden an die Peptide 1 und 1B 
und erkennen somit ein Epitop innerhalb dieser Peptide. Die Bindung des Antikörpers R&D an 
Peptid 1 ist deutlich geringer als an hIL-3 (ODunverdünnt ca 1:2), wohingegen die Antikörper 11, 43, 
44, 45 und 46  mit gleicher OD an Peptid 1 binden. AK 42 bindet an Peptid 1, Peptid 1A und 1B. 
AK 8 bindet an Peptid 6. AK 36 bindet an Peptid 3 und in dreifach geringerem Maße an Peptid 6. 
Die Antikörper 13, 38, 41 und 47 binden an keines der verwendeten Peptide (Abbildung 19). 
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Abbildung 17: Bindung der Antikörper an die Peptide 1 bis 6. An der X-Achse sind die unterschiedlichen Antikörper-
konzentrationen bzw. Verdünnungen angegeben, an der Y-Achse die optische Dichte (OD). 
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Abbildung 18: Bindung der Antikörper an die Peptide 1A,1B, Ma. An der X-Achse sind die unterschiedlichen Antikörperkon-
zentrationen bzw. Verdünnungen angegeben, an der Y-Achse die optische Dichte (OD). 
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 BESTIMMUNG DER RELATIVEN AFFINITÄT DER ANTIKÖRPER 3.2.5
Zur Bestimmung der Affinität wurde die Halbmaximale-Bindung der Antikörper im ELISA ermittelt, 
da diese mit der Dissoziationskonstante (KD) übereinstimmt. Diese beträgt 0,5µg/ml für AK 3, 0,5 
µg/ml für AK 10, 2,5 µg/ml für AK 13 und 0,2µg/ml für AK R&D (Abbildung 19). Die Affinitäten der 
Antikörper AK 8 und AK 11 waren zu hoch um in diesem Versuch bestimmt zu werden.  
Da bei den Antikörpern AK 38, AK 36, AK 41, AK 42, AK 43, AK 44, AK 45 die Sätttigungskonzent-
ration nicht erreicht wurde, konnten keine Werte für die relative Affinität ermittelt werden.  
Abbildung 19 kann man die Affinitäten dieser Antikörper im Vergleich zueinander entnehmen. Dar-
aus ergibt sich, dass die Affinität der Antikörper in der folgenden Reihenfolge abnimmt AK 36> AK 
47> AK 42> AK 44> AK 43> AK 45> AK 41, AK 38. 
 
  
Abbildung 19: Vergleich der Antikörperaffinitäten. Auf der X-Achse ist die optische Dichte für die Bindung der Anti-
körper an IL-3 angegeben, an der Y-Achse die Antikörperkonzentration. Um sicher zu stellen, dass das IL-3 nicht durch 
Bindung an die ELISA-Platte denaturiert, wurde mit 2 µg/ml eines polyklonalen goat anti hIL-3 Antikörper gecoatet, an-
schließend hIL-3 im Überschuss hinzu gegeben. Als Detektion-Antikörper wurden die eigenen Antikörper sowie AK R&D 
in verschiedenen Konzentrationen verwendet. 
 
  
-0,2
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
Antikörperkonzentration (ng/ml) 
AK 38
AK 47
AK 42
AK 41
AK 45
AK 43
AK 36
AK 44
Ergebnisse 
49 
 
Um die Affinitäten der Klone 8 und 11 zu bestimmen wurden im nächsten Versuch verschiedene 
Konzentrationen an polyklonalem Goat IgG anti-h IL-3 (goat anti-IL-3) verwendet. In den Proben 
mit geringerer goat anti-IL-3-Konzentration ist die Anzahl an Bindungsstellen für IL-3 vermindert 
und die Distanz zwischen den gebundenen IL-3-Molekülen vergößert. So sollte verhindert werden, 
dass die Detektionsantikörper (AK11 und AK8) an mehr als eine Bindungsstelle binden und somit 
die Avidität statt der Affinität gemessen wird. Da zwischen den verschiedenen Konzentrationen 
goat anti-IL-3 kein sprunghafter Anstieg der relativen Affinität zu verzeichnen ist, handelt es sich 
bei dem gemessenen Wert um die Affinität. Die KD des Antikörpers 11 beträgt ca. 30ng/ml; die des 
Antikörpers 8 ca. 7ng/ml. Somit besitzen beide Antikörper eine deutlich höhere Affinität als der AK 
von R&D. 
 
 
 
Abbildung 20: Testung der relativen Affinität der Antikörper 8 und 11 mit verschiedenen Konzentrationen an 
Bindungsprotein. Gecoatet wurde mit verschiedenen Konzentrationen eines polyklonalen goat anti hIL-3 Antikörper (2 
µg/ml, 0,66 µg/ml, 0,22 µg/ml), anschließend wurde hIL-3 im Überschuss hinzu gegeben, sodass alle Bindungsstellen 
des goat anti-hIL-3 Antikörpers besetzt waren. Als Detektion-Antikörper wurden AK 8 und AK11 verwendet. Auf der Y-
Achse ist die optische Dichte für die Bindung der Antikörper an IL-3 angegeben, an der X-Achse die Antikörperkonzent-
ration. Die Halbmaximale-Bindung bei einer goat anti-hIL-3-Konzentration von 2µg/ml ist mit einem schwarzen Strich 
gekennzeichnet. 
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 BLOCKADE DER BIOLOGISCHEN IL-3-AKTIVITÄT DURCH DIE HERGESTELLTEN 3.2.6
ANTIKÖRPER 
Um die proinflammatorischen Effekte von IL-3 zu verhindern, muss ein therapeutisch wirkender 
Antikörper die biologische Aktivität von IL- 3 unterbinden. Um zu untersuchen, ob dies bei den her-
gestellten Antikörpern der Fall ist, verwendeten wir TF1- Zellen, eine erythroleukämische Zelllinie, 
welche für Wachstum und Überleben auf Zytokine wie IL-3 und GM-CSF angewiesen ist.  
 
3.2.6.1 Bestimmung der Wachstumskurven von TF1- Zellen in Abhängig-
keit verschiedener Wachstumsfaktoren 
Zunächst wurde die Proliferation der TF1 Zellen in Abhängigkeit von der Konzentration von IL-3 
und GMCSF untersucht um die optimale Konzentration der Wachstumsfaktoren und der TF-1-
Zellen/Well zu bestimmen (siehe 2.2.20.1). Die TF-1 Zellen proliferierten bis zu einer IL-3 Konzent-
ration von 1,25ng/ml dosisabhängig. In höheren Konzentrationen stieg die Proliferation nur gering-
fügig an. Das beste Ansprechen wurde bei einer TF-1-Anzahl von 10.000 Zellen/Well erzielt 
(Abbildung 21). 
 
 
Abbildung 21: Proliferationsversuch mit hIL-3. 10.000 TF-1 Zellen wurden für 2,3,4 und 5 Tage mit verschiedenen 
Konzentrationen hIL-3 inkubiert. Mittels MTT-Assay wurde die Anzahl an lebenden Zellen semiquantitativ bestimmt. 
 
Abbildung 22: Proliferationsversuch mit h GM-CSF. 10.000 TF-1 Zellen wurden für 2,3,4 und 5 Tage mit verschiede-
nen Konzentrationen hGM-CSF inkubiert. Mittels MTT-Assay wurde die Anzahl an lebenden Zellen semiquantitativ be-
stimmt. 
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Die zur Proliferation benötigte Dosis von GM-CSF lag deutlich über der benötigten IL-3-Menge. 
1,25 ng/ml IL-3 brachte die TF-1 Zellen zu einer Proliferation von ca. 0,8 OD. Die gleiche Menge 
an GM-CSF führte zu einer OD von 0,4 an Tag 5. Vergleicht man jedoch TF-1 Zellen, die mit 0,15 
ng/ml kultiviert wurden, mit TF-1 Zellen ohne Zugabe von GM-CSF, so lässt sich ein proliferations-
fördernder Effekt bis zu dieser geringen Konzentration feststellen. Geringere Konzentrationen als 
0,15 ng/ml führten zu keiner Proliferation. 
Auf Grund dieses Vorversuchs entschieden wir uns für eine Konzentration von 10.000 TF-1 Zellen/ 
Well und eine Testung der Blockadefähigkeit der Antikörper bei 10 ng/ml, 5 ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25  
ng/ml; 0,655 ng/ml und 0,3125 ng/ml IL-3 bzw. 5 ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25 ng/ml; 0,655 ng/ml und 
0,3125 ng/ml GM-CSF . 
Zudem wurde getestet, ob Rh IL-3 eine Wirkung auf humane Zellen entfaltet und wie stark diese 
im Vergleich zu hIL-3 ist. Hierfür wurde die Proliferation der TF-1 Zellen durch Zugabe von Rh IL-3 
und hIL-3 untersucht (siehe 2.2.20.1). Sowohl rh IL-3 (5 ng/ml) als auch hIL-3 (5 ng/ml) verbesser-
ten das Zellüberleben im Vergleich zu Medium. TF-1 Zellen, welche in hIL-3 kultiviert wurden, 
proliferierten stärker als jene, die in rh IL-3 kultiviert wurden (ca. 2:1) (Abbildung 23). 
 
 
Abbildung 23: Vergleich der TF-1 Proliferation mit  hIL-3 bzw Rhesus-IL-3. 10.000 TF-1 Zellen wurden für 2,3,4 und 
5 Tage mit 5 ng/ml hIL-3 bzw. 5 ng/ml RhIL-3 inkubiert. Mittels MTT-Assay wurde die Anzahl an lebenden Zellen semi-
quantitativ bestimmt. 
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3.2.6.2 Blockierung des IL-3-abhängigen Wachstums von TF1- Zellen 
Um zu testen, ob die IL-3 abhängige Proliferation der TF-1 Zellen durch Zugabe der Antikörper 
verhindert werden kann, wurde hIL-3 eine Stunde mit verschiedenen Konzentrationen der Antikör-
per präinkubiert. Um sicherzustellen, dass es sich bei den gemessenen Effekten um eine spezifi-
sche Wirkung der anti-IL-3-Antikörper handelt und nicht durch einen antigenunabhängigen Effekt 
der Antikörperzugabe handelt, wurde als Kontrolle ein nicht gegen IL-3 gerichteter IgG-Antikörper 
in der höchsten Antikörperkonzentration (Isotypkontrolle) verwendet. Anschließend wurden 10.000 
TF-1 Zellen pro Well hinzugegeben (siehe 2.2.20.2).  
Die Antikörper AK 3, AK 10, AK 36, AK 38, AK 41, AK 45, AK 47 führten zu keiner Verringerung in 
der TF-1 Proliferation im Vergleich zum Isotyp und der Kontrolle ohne Antikörper. AK 11 blockiert 
die Proliferation mit einer mittleren Hemmkonzentration (IC50) von 10 ng/ml am effektivsten. Auch 
AK R&D (IC50=33 ng/ml) und AK 13 (IC50=200 ng/ml) führten zu einer deutlichen Proliferationsver-
minderung. Die IC50 von AK 44 liegt bei 6 µg/ml. Bei AK 8, AK 42 und AK 43 verminderte sich die 
Proliferation ebenfalls leicht. Die mittlere Hemmkonzentration konnte jedoch nicht bestimmt wer-
den, da die maximale Hemmung nicht erreicht wurde. Die IC50 des Klons 8 liegt über 3 µg/ml, die 
des Klons 42 über 9 µg/ml und die des Klons 43 über 27µg/ml (Abbildung 24).  
Zudem wurde die Fähigkeit der Antikörper zur Blockade von GMCSF getestet (siehe 2.2.20.2). 
Keiner der getesteten Antikörper (AK 3, AK 8, AK 10, AK 11, AK 13 oder AK R&D) führte zu einer 
Blockade der GM-CSF-Wirkung. Somit blockieren die Antikörper spezifisch die Wirkung von IL-3 
an den TF-1-Zellen.  
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Abbildung 24: Blockierung des IL-3- abhängigen Wachstums von TF1- Zellen. Es sind lediglich AK11, AK13 und AK R&D 
dargestellt. In der Abbildung ist die TF-1 Proliferation in Abhängigkeit von der Konzentration der zu untersuchenden Antikörper 
dargestellt. Die IC50 der Antikörper ist ebenfalls angegeben. 10.000 TF-1 Zellen pro Well wurden mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen an hIL-3 sowie verschiedenen Konzentrationen der Anti-IL-3 Antikörper kultiviert. Nach 5 Tagen wurde ihre Proliferation 
mittels MTT-Assay bestimmt 
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3.2.6.3 Blockade der Wirkung von GM-CSF durch Zugabe von IL-3 und IL-
3-Antikörpern 
Wie in 2.2.20.2 beschrieben, wurde untersucht, inwiefern die Zugabe von IL-3 und anti-IL-3-
Antikörpern die von GM-CSF vermittelte Proliferation verändert. Die zusätzliche Gabe von 2,5 
ng/ml IL-3 führte nicht zu einer vermehrten Proliferation im Vergleich zur alleinigen Gabe von 2,5 
ng/ml GM-CSF. Auch die Blockade des IL-3 durch AK 8, AK 11, AK 13 oder AK R&D ergab keine 
Veränderung der TF-1-Proliferation. Die Blockade von IL-3 ohne GM-CSF führte zu einer konzent-
rationsabhängigen Abnahme der Proliferation bei den blockierenden Antikörpern AK 11, AK 13, AK 
R&D. Dies stimmt mit den Ergebnissen aus 3.2.6.2 überein (Abbildung 25). Somit interferieren 
weder die anti-IL-3-Antikörper noch die Komplexe aus IL-3 und Antikörper mit der Wirkung von 
GM-CSF auf die TF-1-Zellen. 
 
 
Abbildung 25: Blockade der Wirkung von GM-CSF durch Zugabe von IL-3 und IL-3-Antikörpern. Verschiedene 
Antikörperkonzentrationen von AK 8, AK 11, AK 13, AK R&D wurden ohne Zytokine, mit 2,5 ng/ml GM-CSF; 2,5 ng/ml 
IL-3; 2,5 ng/ml IL-3 und 2,5 ng/ml GM-CSF inkubiert. An Tag 5 wurde die Proliferation der Zellen bestimmt. 
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 BESTIMMUNG DER IL-3 KONZENTRATION IM HUMANEN IL-3 VON PEPROTECH 3.2.7
INC. 
Da es vorkommt, dass die vom Hersteller angegebenen Konzentrationen nicht mit der tatsächlich 
in der Probe vorhandenen Konzentration übereinstimmt, wurde mittels ELISA die Konzentration im 
hIL-3 von PeproTech Inc. überprüft. Es stellte sich heraus, dass pro angegebenem 1µg 2,5 µg 
enthalten waren. In den folgenden Experimenten wurde von der angegebenen Konzentration an 
hIL-3 ausgegangen, die tatsächliche Konzentration lag somit 2,5-fach höher. 
 
 BLOCKADE DER IL-3 BINDUNG AN PBMCS 3.2.8
Nachdem die Antikörper AK 13, AK 11 und AK R&D die Wirkung von IL-3 an der leukämischen 
Zelllinie TF-1 blockieren, sollte untersucht werden, ob sie auch in der Lage sind die Bindung von 
IL-3 an normale Leukozyten des Bluts zu verhindern. Dies wurde mit Hilfe des IL-3-Blocking-
Assays von R&D untersucht. Zu diesem Zweck wurde biotinyliertes IL-3 mit verschiedenen Kon-
zentrationen anti-IL-3-Antikörper inkubiert, anschließend wurden die mononukleären Zellen 
(PBMCs) hinzugegeben. Das an die Zellen gebundene IL-3 wurde mit FITC angefärbt. Somit war 
der Mean der FITC-Intensität proportional zur Anzahl an die Zellen gebundener IL-3-Moleküle. Zur 
Unterscheidung der Zellpopulationen im FACS wurden zudem CD123, die -Kette des IL-3-
Rezeptors (PE- Cy5.5) und HLA-DRII (APC) angefärbt (Abbildung 26).  
Die Antikörper AK 13, AK 11 und AK R&D blockierten die Bindung von IL-3 deutlich bei allen un-
tersuchten Zellarten. AK 8 hatte einen deutlich geringen blockierenden Effekt. Der im „IL-3-
Blocking Assay“ enthaltene polyklonale Anti-IL-3-Antikörper (Blocking Antibody) führte zu einer 
stärkeren IL-3-Blockade als alle getesteten monoklonalen Antikörper. Da der gemessene FITC-
Mean mit „Blocking Antibody“ dem der Negativkontrollen entspricht, kann davon ausgegangen 
werden, dass durch diesen praktisch alle IL-3-Moleküle abgefangen werden (Abbildung 27, Abbil-
dung 28, Abbildung 29, Abbildung 30).  
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Abbildung 26: Gatingschema für PBMCs. Zur Unterscheidung der Zellpopulationen wurden CD123 (PE- Cy5.5) und 
HLA-DRII (APC) gefärbt. CD123 ist - wo angegeben - an der Y-Achse aufgetragen, HLA-DR an der X-Achse.  a) im 
Forward-Sideward-Scatter werden die Zellen nach Granularität und Größe aufgetrennt. Hier liegen die Monozyten über 
und rechts des Lymphozytengates. b) Gates für die einzelnen Zellpopulationen: Basophile (Basos) und plasmazytoide 
Dendritische Zellen (pDC) sind CD123 positiv, Monozyten und Lymphozyten CD123 negativ. Monozyten, pDC und B-
Zellen exprimieren HLA-DR; Basophile, T- und NK-Zellen nicht. c) Negativkontrolle ohne biotinyliertes IL-3. d) Positivkon-
trolle mit biotinyliertem IL-3. 
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3.2.8.1 Blockierung der IL-3-Bindung an Basophile 
Der FITC-Mean-Wert in der Isotyp-Kontrolle für Basophile lag bei 88,3. In der höchsten Antikörper-
konzentration führte AK 13 zu einer Verminderung dieses Wertes auf 18,4, AK R&D auf 18,7, AK 
11 auf 38,2 und AK 8 auf 72,0. Somit verringerten AK 13 und AK R&D die IL-3-Bindung an Baso-
phile auf ca. 21%, AK 11 auf ca. 43%, AK 8 auf ca. 82%  des Ausgangswerts. In geringen Kon-
zentrationen (0,3µg/ml; 1µg/ml) zeigten alle Antikörper zunächst eine geringe Zunahme der IL-3-
Bindung. Zwischen 3µg/ml und 11 µg/ml lag bei AK 11, AK 13 und AK R&D der stärkste Abfall in 
der IL-3 Bindung (Abbildung 27).  
 
Abbildung 27: Blockade der IL-3-Bindung an Basophile Granulozyten durch AK 8, AK 11, AK 13 und AK R&D. 
Auf der Y-Achse ist der FITC-Mean als Maß für die IL-3-Bindung der Zellen dargestellt; auf der X-Achse die Negativkon-
trollen (ohne biotin IL-3) auf der linken Seite  sowie die Positivkontrollen (mit biotin IL-3) auf der rechten Seite der jeweili-
gen Grafik. Die Antikörper  wurden für die Positivkontrollen in einer 1:3-Verdünnungsreihe in Konzentrationen zwischen 
100µg/ml bis 0,3 µg/ml eingesetzt. Bei dem blocking Ab handelt es sich um einen polyklonalen im „IL-3  Blocking Assay“ 
enthaltenen anti-IL-3 Antikörper. 
Ergebnisse 
58 
 
3.2.8.2 Blockade der IL-3-Bindung an Plasmazytoide Dendritische Zellen 
(pDZ) 
In der Isotyp-Kontrolle lag der FITC-Mean bei 118,0. Die höchsten Antikörperkonzentrationen führ-
ten zu einer Verminderung dieses Wertes auf 18,7 durch AK 13, auf 23,5 durch AK R&D; 30,7 
durch AK 11 und 70,1 durch AK 8. Dies entspricht einer Abnahme der IL-3-Bindung an die pDz 
durch Zugabe von  AK 13 auf ca. 16% im Vergleich zur Isotypkontrolle, ca. 20% durch AK R&D, 
ca. 26% durch AK 11 und ca. 59% durch AK 8. AK 11, AK 13 und AK R&D führten zu einer weit-
gehend linearen Abnahme der IL-3-Bindung bei erhöhter Antikörperkonzentration. Die Blockade 
durch Antikörper 8 erreichte bei 11µg/ml ein Plateau. Auf Grund der geringen Anzahl an pDZs in 
PBMCs zeigte sich eine hohe Standardabweichung, wodurch die gemessenen Werte in den Anti-
körperkonzentrationen unter 3 µg/ml eine geringe Signifikanz besitzen (Abbildung 28). 
 
Abbildung 28: Blockade der IL-3-Bindung an pDZs durch die Antikörper 8, 11, 13, R&D. Auf der Y-Achse ist der 
FITC-Mean als Maß für die IL-3-Bindung der Zellen dargestellt; auf der X-Achse die Negativkontrollen (ohne biotin IL-3) 
auf der linken Seite  sowie die Positivkontrollen (mit biotin IL-3) auf der rechten Seite der jeweiligen Grafik. Die Antikör-
per  wurden für die Positivkontrollen in einer 1:3-Verdünnungsreihe in Konzentrationen zwischen 100µg/ml bis 0,3 µg/ml 
eingesetzt. Bei dem blocking Ab handelt es sich um einen polyklonalen im „IL-3  Blocking Assay“ enthaltenen anti-IL-3 
Antikörper. 
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3.2.8.3 Blockade der IL-3-Bindung an B-Lymphozyten (B-Zellen) 
In der Isotypenkontrolle betrug der FITC-Mean 48,9. Durch Zugabe der Antikörper in ihrer höchs-
ten Konzentration (100µg/ml) konnte dieser durch AK 13 auf 7,0 gesenkt werden (dies entspricht 
einer Hemmung der IL-3-Bindung auf ca. 14% der Isotypkontrolle), bei AK R&D auf 7,6 (ca. 15%), 
bei AK 11 auf 20,3 (ca. 42%) und durch AK 8 auf 24,4 (ca. 50%). In geringen Konzentrationen (0,3 
µg/ml und 1µg/ml) führen AK 8 und AK 11 zu einer vermehrten Bindung des IL-3 an B-
Lymphozyten. In höheren Konzentrationen führt AK 11 zu einer linearen Abnahme der IL-3-
Bindung. Klon 8 zeigte ein Plateau bei 3 µg/ml. Die Zugabe des Antikörpers R&D führt zu einer 
linearen Abnahme der IL-3-Bindung. Bei Klon 13 ist der stärkste Abfall der IL-3-Bindung zwischen 
3 und 11 µg/ml zu verzeichnen (Abbildung 29). 
Abbildung 29: Blockade der IL-3 Bindung an B-Zellen durch die Antikörper 8, 11, 13, R&D. Beschriftung siehe 
Abb.27. 
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3.2.8.4 Blockade der IL-3-Bindung an Monozyten 
Durch Zugabe der Antikörper kommt es zu einer Verminderung der IL-3-Bindung an Monozyten 
und damit des FITC-Means von 135,9 (Isotypenkontrolle). 100 µg/ml AK 13 führen zu einem FITC-
Mean von 26,2. Der Mean bei Zugabe der gleichen Menge Antikörper R&D liegt mit 26,8 nur knapp 
darunter (beides ca. 19% der Isotypkontrolle); für AK 11 lag er bei 49,2 (ca.36%). 100 µg/ml AK  8 
hatten kaum blockierende Wirkung; der Mean lag bei 93,8 (ca. 69%) (Abbildung 30). 
 
Abbildung 30: Blockade der IL-3 Bindung an Monozyten durch die Antikörper 8, 11, 13, R&D. Beschriftung der 
Grafiken siehe Abb. 27. 
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 STIMULATION HUMANER BASOPHILER DURCH IL-3 UND ANDERE SUBSTANZEN 3.2.9
Um zu testen, ob die Funktionen humaner Basophiler durch die Antikörper unterbunden werden, 
sollte zunächst untersucht werden, welche Effekte durch ihre Stimulation ausgelöst werden. Die 
Aktivierung der Basophilen wurde im FACS durch den Median des Aktivitätsmarker CD203c be-
stimmt. 
Da von murinen Basophilen die Freisetzung von IL-4, IL-6 und IL-13 und von humanen Basophilen 
die Freisetzung von IL-4 und IL-13 bekannt ist, sollten diese 3 Zytokine im Überstand stimulierter 
Basophilenkulturen detektiert werden. Hierfür wurden aus humanem Vollblut isolierte Basophile 
Granulozyten in Rundbodenplatten mit verschiedenen Stimuli kultiviert.  
Es wurde durch folgende Bedingungen stimuliert: 
10 ng/ml humanes IL-3, 1 µg/ml humanes anti- IgE, 10 ng/ml humanes C5a, 10 ng/ml humanes IL-
3+ 1 µg/ml humanes anti- IgE, 10 ng/ml humanes IL-3+ Zugabe von 10 ng/ml humanem C5a nach 
15 Minuten, ohne Zusätze. 
Die Inkubation erfolgte für 5 bzw. 24 Stunden. 
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3.2.9.1 5-stündige Inkubation 
Nach 5-stündiger Stimulation ergaben sich folgende Werte: 
In den Proben ohne Zusätze war der Mittelwert des CD203c Means 895,5. Bei IL-3-Stimulation 
erhöhte sich der CD203c Mean auf 3525,5, durch anti- IgE- Zugabe auf 3001,5; durch Stimulation 
sowohl mit IL-3 als auch anti-IgE auf 5990. Die Stimulation mit humanem C5a führte zu einem 
CD203c Mean-Wert von 7175,5, die Kombination von C5a und IL-3 zu 7594. 
Die IL-4-Konzentration in dem Überstand ohne Stimulation betrug 0pg/ml; durch alleinige Zugabe 
von IL-3 erhöhte sich diese geringfügig auf 0,53 pg/ml, durch anti-IgE alleine auf 22,64. IL-3 und 
anti-IgE in Kombination führten zu einer IL-4 Konzentration von 63,73 pg/ml. C5a alleine führte zu 
einer Konzentration von 44,03 pg/ml, mit IL-3 hingegen nur von 5,09 pg/ml. 
Der Mittelwert der IL-13-Konzentration im unstimulierten Überstand entsprach 0,15 pg/ml. Durch 
Stimulation mit IL-3 erhielt man eine IL-13 Konzentration von 6,12 pg/ml, mit anti-IgE 36 pg/ml. Die 
Stimulation mit anti-IgE und IL-3 führte zu einer Konzentration von 37,75 pg/ml. Durch C5a Zugabe 
ergab sich eine IL-4 Konzentration von 14,55 pg/ml, zusammen mit IL-3 von 26,74 pg/ml.  
Die hIL-6 Konzentration lag unter allen Bedingungen bei 0pg/ml. 
 
Abbildung 31: Analyse der von Basophilen ausgeschütteten Zytokine unter verschiedenen Stimulationsbedin-
gungen. Die Stimulationszeit betrug 5 Stunden. 
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3.2.9.2 24-stündige Inkubation 
Nach 24-stündiger Inkubation war der Mittelwert des CD203c Mean in Medium 992,5; unter IL-3 
Zugabe lag er bei 5304, unter anti-IgE-Zugabe bei 1727, bei Stimulation mit anti-IgE und IL-3 bei 
3809,5. Die Stimulation mit humanem C5a erbrachte einen Mean Mittelwert von 879,5, zusammen 
mit IL-3 von 4693. 
Die IL-4 Konzentration im unstimulierten Überstand entsprach 0 pg/ml. Die Zugabe von IL-3 führte 
zu Werten von 2,54 pg/ml, die von anti-IgE zu 95,05 pg/ml. Die Stimulation mit anti-IgE und IL-3 
führte zu einer Konzentration von 142 pg/ml. Durch C5a Stimulation ergab sich eine IL-4 Konzent-
ration von 1,21 pg/ml, zusammen mit IL-3 von 7,09 pg/ml. 
Als Mittelwert der IL-13-Konzentration ergab sich 0 pg/ml in dem Überstand ohne Zusätze. Bei IL-
3-Stimulation betrug dieser 54,45 pg/ml; bei alleiniger anti-IgE-Aktivierung 41,56 pg/ml. IL-3 und 
anti-IgE in Kombination führten zu einer IL-13-Konzentration von 66,68 pg/ml. Die Zugabe von 
humanem C5a alleine ergab eine Konzentration von 1,46 pg/ml, mit IL-3 von 58,87 pg/ml. Die IL-6-
Konzentration in den Überständen wich weder bei 5-stündiger noch bei 24-stündiger Inkubation 
unter keiner Bedingung von 0 pg/ml ab.  
 
Abbildung 32: Analyse der von Basophilen ausgeschütteten Zytokine unter verschiedenen Stimulationsbedin-
gungen.  Die Stimulationszeit betrug 24 Stunden. 
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 STIMULATION HUMANER PBMCS DURCH IL-3 UND ANDERE SUBSTANZEN 3.2.10
Die untersuchten Bedingungen entsprachen denen des Basophilenstimulationsversuchs (siehe 
3.2.9). 
Die Mittelwerte der IL-6-Konzentration in den Überständen betrugen ohne Stimulation 11,21 pg/ml, 
nach Zugabe von IL-3 43,73 pg/ml, nach Anti-IgE Stimulation 38,34 pg/ml. In Kombination führten 
anti-IgE und IL-3 zu einer IL-6-Konzentration von 140,15 pg/ml. Die Stimulation mit C5a ergab eine 
IL-6-Konzentration von 95,29 pg/ml, in Kombination mit IL-3 von 170,4 pg/ml. 
Ohne Aktivierung lag der Mittelwert der IL-13-Konzentration bei 2,47 pg/ml, nach Stimulation mit 
IL-3 bei 5,04 pg/ml, mit anti-IgE bei 7,59 pg/ml. IL-3 und anti-IgE in Kombination führten zu einem 
Mittelwert von 8,05 pg/ml, IL-3 kombiniert mit C5a zu 4,45 pg/ml im Überstand. Unter alleiniger 
C5a Stimulation betrug die IL-13-Konzentration 1,48 pg/ml. 
Die Mittelwerte der IL-4-Konzentration in den Überständen betrugen ohne Zusätze im Medium 0,04 
pg/ml, nach Stimulation mit IL-3 1,07 pg/ml, mit Anti-IgE 9,72 pg/ml. Durch Stimulation mit anti-IgE 
und IL-3 ergab sich eine IL-4 Konzentration von 24,24 pg/ml. C5a führte zu einer IL-6 Konzentrati-
on von 0 pg/ml, zusammen mit IL-3 von 8,32 pg/ml. 
 
Abbildung 33:Stimulation humaner PBMCs über 24h mit verschiedenen Substanzen. Mit den Überständen der 
Zellkultur wurde ein IL-4, IL-6 und IL-13 ELISA durchgeführt. 
  
Ergebnisse 
65 
 
 BLOCKADE DER STIMULATION DURCH ANTI-IL-3 ANTIKÖRPER 3.2.11
In diesem Versuch sollte evaluiert werden, ob die biologische Wirkung von IL-3 auf Basophile 
durch die hergestellten Antikörper unterbunden werden kann. Hierfür wurde IL-3 zunächst mit 25 
µg/ml der Antikörpern AK 11, AK 13, AK R&D und einem Isotyp inkubiert, anschließend wurden 
200.000 Basophile hinzugegeben. Als Kontrolle wurden 200.000 Basophile pro Well nur mit IL-3 
bzw. ohne Zusätze kultiviert. Die Endkonzentration des IL-3 betrug 10ng/ml, die der Antikörper 25 
µg/ml; die Kultivierung erfolgte über 24 h (siehe 2.2.20.4). 
Die Mittelwerte der CD203c-Mean betrugen für unstimulierte Zellen 2093,5, unter IL-3-Zugabe 
11630,5. Bei zusätzlicher Gabe eines IgG-Isotyps blieb der Mean Wert mit 11640,5 auf einem ähn-
lichen Niveau. Durch Zugabe von AK 11 konnte der CD203c-Mean auf 1877 abgesenkt werden. 
Die Zugabe des Antikörpers R&D erreichte eine Verminderung des CD203c-Means auf 2108,5. 
Durch AK 13 konnte der CD203c-Mean auf 6102,5 abgesenkt werden. Für AK 11 und R&D bedeu-
tet dies eine vollkommene Blockade der IL-3-aktivierten CD203c-Expression.  AK 13 verminderte 
den CD203c-Mean um ungefähr die Hälfte gegenüber dem Isotyp. Dies entspricht ungefähr dem 
Dreifachen gegenüber den unstimulierten Zellen (Abbildung 34).  
Die Mittelwerte der IL-13-Konzentrationen betrugen im Medium ohne Zusätze 0,17 pg/ml, 42,07 
pg/ml nach IL-3-Stimulation und 50,4 pg/ml bei zusätzlicher IgG Isotyp-Gabe. Somit liegt die IL-13-
Ausschüttung bei Zugabe eines Isotyps um 19,8% höher als mit IL-3 alleine. Durch Vorinkubation 
mit AK 11 verringert sich die IL-13-Ausschüttung auf 1,22 pg/ml, mit AK 13 auf 9,81 pg/ml und mit 
AK R&D auf 0,47 pg/ml. Dies entspricht einer Verminderung auf 1,1% des Wertes ohne Antikörper 
durch Zugabe von 25 µg/ml AK R&D, auf 2,9% durch 25µg/ml AK11 und 23,3% durch AK 13 
(Abbildung 34). 
Die Mittelwerte der IL-4-Konzentrationen im Überstand ohne Stimulation betrugen 0,04 pg/ml, mit 
10 ng/ml IL-3 2,54 pg/ml, mit 10 ng/ml IL-3 und 25 µg/ml IgG-Isotyp 2,42 pg/ml. Die IL-4-
Konzentration wurde durch AK 11 auf 0,21 pg/ml vermindert. AK R&D verursachte eine Verringe-
rung der IL-4-Konzentration auf 0,46 pg/ml. Unter Zugabe von AK 13 betrug die IL-4 Konzentration 
2,94 pg/ml (Abbildung 34). 
Keine der aufgeführten Bedingungen hatte die Ausschüttung von IL-6 zur Folge. 
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Abbildung 34: Blockade der IL-3 induzierten Basophilenstimulation durch anti-IL-3 Antikörper.  25 µg/ml der Anti-
körper wurden mit 10 ng/ml IL-3 vorinkubiert. Anschließend wurden 200.000 Basophile/ Well hinzugegeben und für 24 
Stunden bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. 
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3.3 HERSTELLUNG EINES ELISAS GEGEN HUMANES IL-3 
In Zeitkinetikversuchen stellte sich heraus, dass das kommerziell erhältliche humane IL-3 ELISA- 
Kit der Firma R&D in Serum und Plasma keine verlässlichen Werte liefert. Aus diesem Grund sollte 
versucht werden mit den vorhandenen Antikörpern gegen humanes IL-3 einen sensitiven ELISA 
herzustellen. Zu diesem Zweck wurden die vorausgewählten Antikörper 11,13 und 8 mit HRP-
gelabelt. Diese Antikörper wurden in verschiedenen Kombinationen als Detektion- und Capture- 
Antikörper verwendet. Detektiert werden sollte eine IL-3-Verdünnungsreihe bekannter Konzentrati-
on in Serum, Plasma und PBS. AK 8 eignete sich nicht als Capture-Antikörper; als Detektion-
Antikörper lieferte er in Kombination mit Antikörper 11 oder 13 nur mäßige Ergebnisse. Die Kombi-
nation der Antikörper 11 als Detektion-Antikörper und 13 als Capture-Antikörper erwies sich als die 
sensitivste (Abbildung 35).  
 
 
Abbildung 35: Sensitivitäten der verschiedenen Antikörperkombinationen als IL-3-ELISA.  
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Der Sandwich-ELISA aus AK 13 und AK 11 ist hoch sensitiv. IL-3 ließ sich bis zu einer 
Konzentration von 3 pg/ml verlässlich quantifizieren. Bis zu 1000 pg/ml IL-3 war kein Plateau der 
Bindungskurve zu erkennen. Somit besitzt der selbst generierte ELISA einen Sensitivitätsbereich 
von 3 pg/ml bis mindestens 1000 pg/ml. Im Gegensatz dazu lieferte der ELISA von R&D nur im 
Bereich zwischen 50 pg/ml und 1000pg/ml verlässliche Werte in PBS.  
Die Detektion von IL-3 in Plasma und Serum gelingt mit dem R&D Kit nur sehr unzureichend: bei 
identischer IL-3-Konzentration variieren die ODs zwischen Plasma, Serum und PBS deutlich. Ab 
einer Konzentration von 50pg/ml flacht in Serum und Plasma die Konzentrations/OD-Kurve ab, 
sodass bei niedrigeren Konzentrationen als 50pg/ml fälschlich zu hohe Werte gemessen werden. 
Im Gegensatz dazu variieren die mit Hilfe des ELISA aus AK 13 und AK 11 gemessenen IL-3  zwi-
schen Plasma,  Serum und PBS kaum. Erst ab einer Konzentation von 6 pg/ml beginnen sich Wer-
te in Serum, Plasma und PBS zu unterscheiden. Somit lässt sich IL-3 in Serum und Plasma mit 
dem selbst hergestellten ELISA bis zu einer ca. 8-fach geringeren Konzentration verlässlich nach-
weisen als mit dem kommerziell erhältlichen ELISA-Kit von R&D (Abbildung 36).  
 
 
Abbildung 36: Vergleich des selbst hergestellten IL-3-ELISAs mit dem ELISA der Firma R&D in Serum, Plasma 
und PBS. 
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4 DISKUSSION 
 HERSTELLUNG MONOKLONALER ANTIKÖRPER 4.1.1
4.1.1.1 Vergleich mit der historischen Hybridomatechnik nach Köh-
ler/Milstein 
Die verbreitetste Methode zur Herstellung monoklonaler Antikörper ist noch immer die 1984 mit 
dem Nobelpreis ausgezeichnete Hybridoma-Methode. Seit der ersten Publikation dieser Technik 
stellten sich einige Veränderungen als hilfreich heraus, welche auch in dieser Arbeit Verwendung 
fanden. 
Im Gegensatz zu P3-X67Ag8, der von Köhler und Milstein zunächst verwendeten Myelomzelllinie, 
besitzt die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie keine Fähigkeit zur Antikörperproduktion, jedoch 
ebenfalls eine Defizienz des Enzyms Hypoxanthinphosphoribosyltransferase (HGPRT). Aus die-
sem Grund konnte wie auch in der ursprünglichen Publikation HAT-Medium als Selektionsmedium 
verwendet werden (64). 
Köhler et al. verwendeten einen Sendai-Virus zur Fusionierung der Zellen. Als Nachteil des Virus 
stellte sich heraus, dass dieser im Gegensatz zu Polyethylenglykol (PEG) vermehrt zur Entstehung 
IgM-produzierender Hybridoma führt (73). Da das Ziel dieser Arbeit, war einen blockierenden IgG-
Antikörper herzustellen, erschien eine Verwendung von PEG sinnvoller. Zudem wurde die Arbeit 
mit dem Sendai- Virus auf Grund der Infektionsgefahr stärker reglementiert.  
Im Gegensatz zur klassischen Methode nach Köhler wurden die Zellen vor der Fusion bei Raum-
temperatur gehalten, was eine verbesserte Ausbeute der Fusion gegenüber einem Handling bei 
4°C oder auf Eis zur Folge hatte (73). 
Die Überführung der fusionierten Zellen in HAT-Selektionsmedium in dieser Arbeit unterschied sich 
ebenfalls von der Köhler und Milsteins. Diese setzten die Kultur der fusionierten Zellen zunächst 
nicht in HAT-Medium an, sondern tauschten das verwendete DMM (+20 % Horse serum) erst ei-
nen Tag nach der Fusion aus (64). Da die Myelomzellen in DMM-Medium proliferieren, bedeutet 
dies einen Nachteil für die langsamer wachsenden Hybridoma (73). Daher wurde die Hybridoma-
kultur in dieser Arbeit sofort in HAT-Medium angesetzt.  
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4.1.1.2 Vergleich mit weiteren Methoden zur monoklonalen Antikörperher-
stellung 
Wie schon erwähnt, ist die Hybridomatechnik die etablierteste Methode zur Herstellung monoklo-
naler Antikörper, jedoch wurden in den letzten Jahren einige weitere entwickelt. 
Die Antikörperherstellung durch Ebbstein-Bar-Virus (EBV)-induzierte Immortalisierung von huma-
nen B-Zellen (68) birgt den Vorteil, sofort humane Antikörper zu erhalten, welche nicht in einem 
aufwendigen Verfahren humanisiert werden müssen. Jedoch ist dieses Verfahren nur für körper-
fremde Antigene geeignet, da gegen körpereigene Antigene wie das hIL-3-Molekül  im Normalfall 
keine Antikörper gebildet werden. 
Im Zuge der von Tiller et al. entwickelten Methode der Klonierung leichter und schwerer Ketten  
können alle variablen Regionen an konstante IgG-Regionen gekoppelt werden (70). So werden 
auch die Antikörperbindungsstellen von IgM-, IgA- und IgE-Antikörpern verwertbar. Beide Metho-
den haben den Vorteil, dass keine Subklonierung von Zellen notwendig ist, da diese durchflusszy-
tometrisch vereinzelt werden. Andererseits ist dieses Verfahren aufwändiger und weniger etabliert. 
Tiller et al verwendeten es zudem nicht zur Herstellung spezifischer Antikörper, sondern zur Cha-
rakterisierung des Antikörperrepertoirs. Die Antikörperkonzentrationen pro Well lagen mit einer 
Höchstkonzentration von 20 µg/ml deutlich unter der mit der Hybridomtechnik erzielten Konzentra-
tion (70). 
 
 ISOTYPEN 4.1.2
Alle aus Fusion 4 hervorgegangenen Antikörper gehörten der IgG1-Klasse an, welcher der im Se-
rum häufigste Isotyp ist. IgG-Antikörper entstehen durch den sogenannten Isotype Switch, welcher 
nach wiederholtem Antigenkontakt zustande kommt (8). Somit kann man davon ausgehen, dass 
die Immunisierung mehrfach funktionierte. Sieben der acht  charakterisierten Antikörper gehören 
dem κ-Typ an, einer exprimiert λ-Leichtketten. Dies entspricht ungefähr der natürlichen Häufig-
keitsverteilung κ:λ= 10:1 in der Maus (8). 
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 CHARAKTERISIERUNG DER ANTIKÖRPERBINDUNGSSTELLE 4.1.3
Um die Bindungsstellen der Antikörper, deren Funktionsfähigkeit mittels Westernblot getestet wor-
den war, näher zu charakterisieren, wurden hIL-3 Fragmente im ELISA verwendet. Es handelt sich 
um 6 überlappende Fragmente des IL-3-Moleküls (Abbildung 15).  Die Bindungsstelle der gegen 
Peptid 1 gerichteten Antikörper wurde zudem durch drei Varianten dieses Peptids genauer identifi-
ziert. Peptid 1A und 1 B unterscheiden sich an zwei Stellen, an welchen die humane Sequenz 
durch die des Rhesusaffen ersetzt wurde. Peptid 1Ma entspricht der Mamorset Sequenz 
(Abbildung 16).  
4.1.3.1 Antikörper 8  
Dieser Antikörper ist gegen ein lineares Epitop im Peptid 6 gerichtet und kreuzreagiert nicht mit Rh 
IL-3. Das Peptid 6 besteht zum Teil aus der alpha Helix D. Da es recht unwahrscheinlich ist, dass 
sich ein lineares Epitop innerhalb einer alpha-Helix befindet, liegt das Epitop vermutlich außerhalb 
der Helix, sowie auf Grund der fehlenden Kreuzreaktivität mit Rh IL-3 an einer Stelle, an der sich 
die Sequenzen von RhIL-3 und hIL-3 unterscheiden. Dies trifft auf die C-terminalen AS distal der 
Helix D zu (Abbildung 37). 
 
Abbildung 37: AS-Sequenz des Peptids 6, sowie der entsprechenden RhIL-3 Sequenz. Unterschiede sind schwarz 
hinterlegt. Die Helix ist durch einen roten Balken über der Sequenz gekennzeichnet. Das Ende des RhIL-3 Moleküls ist 
durch eine Raute gekennzeichnet. (Modifiziert nach Dey,R 2009) 
4.1.3.2 Antikörper 11, 43, 44, 45, 46 
Für diese Antikörper konnte eine Bindung an IL-3 im Western Blot sowie an Peptid 1 als auch an 
die Variante 1B, nicht jedoch an 1A oder 1Ma im ELISA verzeichnet werden. Aus diesen Versu-
chen mit den Peptiden kann geschlossen werden, dass die Antikörper gegen die Sequenz SWVN 
(Ser-Trp-Val-Asn)  des IL-3 Moleküls gerichtet sind. Zudem bindet keiner der Antikörper an Rhe-
susaffen IL-3. Die einzigen differierenden Aminosäuren zwischen den Peptiden 1A und 1B sind die 
Aminosäuren Valin und Asparagin (VN), welche 1A wie beim Rhesus Affen durch Alanin-Lysin 
(AK) ersetzt sind. Da auch keine Kreuzreaktion mit Mamorset-IL-3 stattfindet, müssen die angren-
zenden AS einen Unterschied zwischen Mamorset-IL-3 und humanem IL-3 aufweisen. Beide Be-
dingungen werden nur durch die Sequenz SWVN erfüllt (Abbildung 38). Somit ist festzustellen, 
dass ein Großteil der getesteten Antikörper gegen diese Sequenz gerichtet ist. Dies lässt vermu-
ten, dass sie in der 3-dimensionalen Struktur besonders exponiert ist. 
Diskussion 
72 
 
 
Abbildung 38: Bindungsepitop der Antikörper 11, 43, 44, 45, 46. Unterschiede zwischen den Sequenzen von Peptid 
1B und Rh-IL-3 sind grau hinterlegt, zwischen den angrenzenden Sequenzen der Peptide 1Ma und 1B schwarz. 
4.1.3.3 Antikörper 13  
Obwohl dieser im Western Blot eine Bindung an IL-3 aufweist, konnte keine Bindung an die Pepti-
de verzeichnet werden. Auch die Bindung dieses Antikörpers im Western Blot fiel sehr gering aus: 
bei einer Proteinkonzentration von 0,5 µg/Bahn und einer Antikörperkonzentration von 5µg/ml 
konnte eine Bindung erst nach 15 Minuten erkannt werden, wohingegen die Bindung des Antikör-
pers 8 bei gleichen Konzentrationen schon nach 3 Sekunden Belichtungszeit zu erkennen war. 
Dies lässt sich zum Teil durch die geringere relative Affinität dieses Antikörpers von 2,5 µg/ml (vgl. 
rel. Affinität Antikörper 8: 7ng/ml) erklären. Zudem ist zu vermuten, dass das erkannte Epitop nur 
zu einem geringen Teil linear ist, wodurch eine weitere Verminderung der Bindungsstärke zustan-
de kommt. Dieser Antikörper vermindert die Bindung von IL-3 an PBMCs deutlich (3.2.8), daher ist 
das von ihm erkannte Epitop an einer für die IL-3- Bindung verantwortlichen Stelle des Rezeptors 
zu suchen. Im Vergleich zu den Antikörpern 8 und 11 wird die IL-3 Bindung durch Antikörper 13 
relativ stärker unterbunden als die IL-3 abhängige Proliferation (3.2.6.2, 3.2.8). Somit verhindert er 
vermutlich die Bindung des IL-3 an die Untereinheit Ra, welche für die IL-3-Bindung verantwortlich 
ist, jedoch nicht an der Signalübertragung beteiligt ist. Hierfür kommen Epitope innerhalb der Heli-
ces A, A` und D in Frage (35). Da aus den Antikörpern 13 und 11 ein sehr sensitiver Sandwich-
ELISA hergestellt werden kann (3.3), ist eine Antikörper 13-Bindung an die Helix A, in deren Nähe 
sich das Epitop des Antikörpers 11 befindet, unwahrscheinlich. 
4.1.3.4 AK R&D 
Der Antikörper von R&D bindet ebenfalls mit geringer Affinität an Peptid 1und 1B, nicht an Peptid 
1A oder 1Ma, jedoch weist er ebenfalls eine Kreuzreaktivität mit Rh IL-3 auf. Durch diese Erkennt-
nisse ist es nicht möglich die genaue Bindungsstelle anzugeben, da die einzige Sequenz, die in 
Peptid 1 und 1 B übereinstimmt, jedoch nicht in Peptid 1A vorkommt (VN), auch nicht im Rh IL-3 
vorhanden ist (Abbildung 39). Im ELISA bindet der Antikörper im Gegensatz zu den anderen linear 
bindenden Antikörpern deutlich stärker an IL-3 als an Peptid 1 (ODIL-3: ODPeptid1=2:1) und in noch 
geringerem Maße an Peptid 1B (ODIL-3: ODPeptid 1B= 3:1) (siehe 3.2.4.2).  
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Dies lässt darauf schließen, dass ein Teil des erkannten Epitops nicht im linearen Bereich liegt; 
zumal die Bindung an denaturiertes IL-3 im Western Blot geringer ausfällt, als man mit Hinblick auf 
die relative Affinität vermuten würde. Zudem bindet der Antikörper an RhIL-3 nur in seiner 3-
dimensionalen Form, nicht in der linearen (Abbildung 13, Abbildung 12). 
 
Abbildung 39: Epitopbestimmung Antikörper R&D. Unterschiede in den Sequenzen sind Schwarz bzw. grau hinter-
legt. 
4.1.3.5 Antikörper 36 
Bei diesem Antikörper konnte sowohl eine Bindung an das Peptid 3 sowie in geringerem Maße an 
Peptid 6 verzeichnet werden, wobei die Bindung an Peptid 3 ca. 3 mal so stark ist wie diejenige an 
Peptid 6 (ODPeptid3: ODPeptid6 =2,7:1). Diese Kreuzreaktivität kommt wahrscheinlich durch überlap-
pende bzw. ähnliche Sequenzen innerhalb der verschiedenen Peptide zustande.  
Eine alternative Erklärung wäre eine fehlende Monoklonalität des Antikörpers. Diese kann durch 
die zweifache Subklonierung ausgeschlossen werden. Des Weiteren besteht die sehr geringe 
Wahrscheinlichkeit einer strukturellen Nähe zwischen Peptid 6 und einer Sequenz im Peptid 3 in 
der dreidimensionalen Struktur, wodurch an eine Ausdehnung des Epitops über beide Bereiche zu 
denken wäre. Die Größe dieses theoretischen Epitops macht diese jedoch äußerst unwahrschein-
lich. 
Im Western Blot zeichnet sich dieser Antikörper durch einen starken Hintergrund aus, was für eine 
geringe Spezifität des Antikörpers spricht (siehe Abbildung 14). 
Die Aminosäuresequenzen der Peptide 3 und 6 ähneln sich an 3 Stellen (Abbildung 40). 
 
Abbildung 40: Sequenzen der Peptide 3 und 6. Ähnliche Abschnitte sind mit denselben Farbtönen hinterlegt. 
Diskussion 
74 
 
 
Abbildung 41: Sequenzen des Peptid 3 und des Rhesus-IL-3 in Peptid 3. Unterschiede sind grau hinterlegt. 
Da dieser Antikörper mit keiner der getesteten Spezies kreuzreagiert, ist die Sequenz LMEN (Leu-
Met-Glu-Asn) vermutlich die Bindungsstelle des Antikörpers. Diese ist die einzige der oben ange-
gebenen, in welcher sich Rhesus- und humanes IL-3 unterscheiden (Abbildung 41). Auch Ratten 
IL-3 und murines IL-3 weisen an dieser Stelle eine andere Sequenz auf als humanes IL-3 (siehe 
1.1.4). Zudem enthält Peptid 5 die Sequenz EFRRKL, da es sich hierbei um die Überlappungsse-
quenz handelt, sodass diese ausgeschlossen werden kann.  
Obwohl die Aminosäure Methionin laut Dey et al. in der Sequenz LMEN an der Bindung an die 
Alpha-Untereinheit des IL-3 Rezeptors mitbeteiligt ist, bewirkt dieser Antikörper im TF-1-Versuch 
keinerlei Verminderung der Aktivität des IL-3.Vermutlich trägt diese Aminosäure nur zu geringen 
Anteilen an der Rezeptorbindung bei, sodass trotz ihrer Blockade eine Bindung an die alpha-
Untereinheit stattfindet.  
Der IL-3 -Rezeptor der TF-1-Zellen besteht zwar wie auch der auf hämatopoetischen Zellen aus 2 
verschiedenen Anteilen (R, c) mit einer molekularen Masse von 135kDa bzw. 70 kDa (74). Je-
doch ist es möglich, dass TF-1 Zellen  als Tumorlinie einen mutierten IL-3-Rezeptor besitzen, wel-
cher zur Interaktion nicht mehr auf das Methionin angewiesen ist.  
4.1.3.6 Antikörper 38, 41 und 47 
Diese Antikörper zeigten weder im Western Blot eine Bindung an IL-3 noch im ELISA eine Bindung 
an die Peptide. Daher kann davon ausgegangen werden, dass sie ein dreidimensionales Epitop 
erkennen. 
4.1.3.7 Antikörper 42 
Der Antikörper 42 bindet an die Peptide 1A und 1B, wobei die Affinität zu 1B ca. doppelt so hoch 
ausfällt wie zu 1A (ODPeptid1A : ODPeptid1B = 1:2). Eine Bindung an das Mamorset- IL-3 konnte nicht 
verzeichnet werden, ebenso wenig an Rhesus-IL-3.  
Da die einzigen Unterschiede zwischen Rhesus-IL-3 und humanem IL-3 denen an Peptid 1A und 
1B entsprechen, ist die einzige Erklärung für die fehlende Bindung an Rhesus-IL-3, dass die Se-
kundär- oder Tertiärstruktur eine Bindung verhindert (Abbildung 42).  
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Abbildung 42: Sequenzen der Peptide 1A,1B,1Ma, Rh IL-3 (Peptid 1). Abweichungen sind grau bzw. schwarz hinter-
legt. 
Da das Peptid 1 Ma von dem Antikörper nicht erkannt wird und die Bindung an Peptid 1B stärker 
erfolgt als an 1A, kommen die Sequenzen (T)SWV(N) (Thr-Ser-Trp-Val-Asn) in Frage. Ihre Über-
einstimmung mit Peptid 1 Ma beträgt je nach Größe des Epitops eine bzw. keine AS, wodurch es 
nicht zu einer Bindung kommen kann. Außerdem kann durch den Austausch der Aminosäuren VN 
zu AK in Peptid 1A die geringere Erkennung dieses Peptids im Vergleich zu Peptid 1B erklärt wer-
den (Abbildung 42). 
 
 KREUZREAKTIVITÄT DER ANTIKÖRPER 4.1.4
4.1.4.1 Kreuzreaktivität mit Ratten- (rIL-3), murinem (mIL-3), Rhesusaffen- (RhIL-
3) und Mamorset-IL-3 
Keiner der Antikörper kreuzreagiert mit murinem oder Ratten-IL-3 (3.2.3.2). Dies ist durch die nur 
sehr geringe Übereinstimmung der IL-3-AS-Sequenzen von humanem und rIL-3 bzw. mIL-3 be-
dingt (27,7% bzw. 38,4% Übereinstimmung) (37). Zudem hat mIL-3 keinerlei Effekt auf humane 
Zellen (75). Rh IL-3 und hIL-3 hingegen stimmen auf Proteinebene zu 82,5% überein. Trotzdem 
zeigt nur Antikörper R&D eine Kreuzreaktivität mit Rh IL-3. Dies liegt zum einen daran, dass ein 
Großteil der Antikörper gegen die gleiche Sequenz gerichtet ist, zum anderen scheint die Terti-
ärstruktur des Rh IL-3s einige AS, welche ebenfalls im humanen IL-3 existieren, unzugänglich zu 
machen. Antikörper 42 bindet zwar an AS im Peptid 1, welche ebenfalls in der Sequenz des Rh IL-
3s vorhanden sind, bindet jedoch nicht an das gefaltete Rh IL-3. Einige der AS, die an der Rezep-
torbindung beteiligt sind, ebenso wie das von AK 11, AK 43, AK 44, AK 45 und AK 46 erkannte 
Epitop, sind im Rh IL-3 ausgetauscht. Dies erklärt die Tatsache, dass Rh IL-3 an humanen Zellen 
nur partiell aktiv ist (3.2.6.1), ebenso hIL-3 an Zellen des Rhesusaffen (76). Somit findet zwar eine 
Bindung von Rh IL-3 an den humanen IL-3 Rezeptor statt, jedoch vermutlich mit geringerer Affini-
tät, woraus eine partielle Signaltransduktion resultiert. Die AS-Sequenz des Mamorsetaffen stimmt 
zu 69,9% mit der humanen überein (37). Die Kreuzreaktivität mit dieser Spezies wurde nur für Se-
quenz 1 bestimmt, wobei keine Kreuzreaktivität festzustellen war (3.2.4.2). Dies liegt ebenfalls da-
ran, dass die meisten Antikörper gegen eine im Mamorset-IL-3 nicht vorkommende Sequenz ge-
richtet sind.  
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4.1.4.2 Kreuzreaktivität mit GM-CSF und IL-5 
IL-5 und GM-CSF bestehen wie IL-3 aus vier antiparallelen alpha-Helices, binden an die gemein-
same -Untereinheit des IL-3-Rezeptors und vermitteln ähnliche Effekte (33) (35). Von den getes-
teten Antikörpern besitzt lediglich Antikörper 10 eine sehr geringe Kreuzreaktivität mit GM-CSF,  
Antikörper 8 und 38 eine geringe zu IL-5 (3.2.3.1). Aufgrund der Bindung an dieselbe Rezeptorun-
tereinheit ist anzunehmen, dass eine gewisse Ähnlichkeit in den Sequenzen der Zytokine besteht. 
Da die Bindung an die -Untereinheit jedoch nur nach vorangegangener Bindung der -
Untereinheit stattfinden kann, scheint die Affinität der einzelnen Zytokine zur c niedrig zu sein. 
Dies spricht dafür, dass die Sequenzhomologie der Zytokine untereinander eher gering ist. Dies 
kann damit in Einklang gebracht werden, dass nur wenige Antikörper eine Kreuzreaktivität mit IL-5 
oder GM-SCF ausbilden und diese nur eine sehr geringe Affinität besitzt. Da die -Untereinheit 
diejenige ist, welche die Signaltransduktion vermittelt, scheinen die unterschiedlichen Effekte der 
Zytokine vorwiegend mit der Expression der jeweiligen -Untereinheiten auf verschiedenen Zellty-
pen zusammen zu hängen.  
 
 BLOCKIERUNG DER TF-1-ZELLPROLIFERATION 4.1.5
TF-1 Zellen sind eine leukämische Zelllinie, welche zur Proliferation Zytokine wie IL-3 und GM-
CSF benötigt (72). 
Das IL-3-abhängige Wachstum der TF-1-Zellen wurde durch die Antikörper 11 und R&D effektiv 
blockiert. Die Antikörper 8, 13, 42, 43 und 44  blockieren in deutlich geringerem Ausmaß; Antikör-
per 43 zeigt lediglich eine Tendenz zur Blockade. Die Antikörper 11, 43, 44 und 45 sind alle gegen 
das gleiche Epitop SWVN (Ser-Trp-Val-Asn) gerichtet. Innerhalb dieses Epitops bzw. bis vier AS 
entfernt liegen Interaktionsstellen sowohl mit der  als auch der Untereinheit des IL-3-
Rezeptors (35). Obwohl Antikörper 45 an das gleiche Epitop bindet, führt er zu keiner Blockade der 
TF-1-Proliferation. Die Unterschiede in der Blockadefähigkeit dieser Antikörper hängen vermutlich 
mit ihrer Affinität gegenüber dem IL-3 Molekül zusammen. Der Antikörper 11 hat eine deutlich hö-
here Affinität als Antikörper 44 und 43. Der nicht blockierende Antikörper 45 hat die geringste Affi-
nität (3.2.5). Der Antikörper R&D ist gegen ein zum Teil dreidimensionales Epitop gerichtet, das in 
direkter Nähe der Aminosäuren SWVN und damit der Bindungsstellen des IL-3-Rezeptors liegt. 
Zudem besitzt er eine hohe Affinität. Somit bewirkt auch dieser eine starke Blockade der TF-1-
Proliferation. Der Antikörper 42 bindet ebenfalls an Peptid 1, jedoch an ein anderes Epitop als An-
tikörper 11 und 44. Daher ist trotz der höheren relativen Affinität im Vergleich zu Antikörpern 44 die 
blockierende Wirkung geringer. Das Epitop, an welches Antikörper 13 bindet, konnte nicht ermittelt 
werden, da es sich um eine dreidimensionale Struktur handelt.  
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Die Wirkung von GM-CSF auf die TF-1-Zellen wurde durch Zugabe der Antikörper nicht verändert. 
Dieses Ergebnis ist mit der Tatsache zu vereinbaren, dass von den getesteten Antikörpern nur 
Antikörper 10 eine sehr geringe Kreuzreaktivität mit GM-CSF aufwies.  
Die zusätzliche Gabe von 2,5 ng/ml IL-3 führte nicht zu einer vermehrten Proliferation im Vergleich 
zur alleinigen Gabe von 2,5 ng/ml GMCSF. Da eine Steigerung der GM-CSF-Konzentration über 
2,5 ng/ml hinaus eine deutliche Proliferationssteigerung zur Folge hat (siehe 3.2.6.1), wäre zu er-
warten, dass die Zugabe von IL-3 ebenfalls zu einer vermehrten TF-1 Proliferation führt. Dass dies 
nicht der Fall ist, könnte auf eine kompetitive Inhibition der GM-CSF-Bindung an die TF-1 Zellen 
durch IL-3 hindeuten, wie es bei der Akute Myeloische Leukämie (AML)- Zelllinie KG-1 der Fall ist 
(77). 
Auch die Zugabe von IL-3 und blockierenden IL-3-Antikörpern veränderte die GM-CSF-abhängige 
Proliferation nicht. Somit kann man davon ausgehen, dass weder die Antikörper noch Antikörper-
IL-3-Komplexe einen Einfluss auf die GM-CSF-Wirkung auf TF-1-Zellen haben. 
 
 BLOCKADE DER IL-3 BINDUNG AN PBMCS 4.1.6
Wie in 2.2.19 beschrieben, wurden die Antikörper AK 8, AK 11, AK 13 und AK R&D in diesem Ver-
such mit biotyniliertem IL-3 präinkubiert, anschließend PBMCs hinzugegeben. Durchflusszytomet-
risch wurde die Verminderung der IL-3 Bindung an die verschiedenen Zellopulationen durch die 
verschiedenen Antikörper bestimmt. 
Die Antikörper AK 11, AK 13 und AK R&D verminderten die IL-3-Bindung an Lymphozyten, Baso-
phile, Plasmazytoide Dendritische Zellen und Monozyten in höheren Antikörperkonzentrationen 
deutlich. AK 8 führte kaum zu einer Blockade der IL-3-Bindung. Der Oberflächenmarker CD123 
entspricht der alpha- Kette des IL-3-Rezeptors. Sie wird unter anderem von plasmazytoiden Dend-
ritischen Zellen, Monozyten und Basophilen exprimiert. 
Als Bindungsstelle für AK 11 und AK R&D wurde die AS-Sequenz SWVN identifiziert, welche in 
direkter Nähe zu Helix A des IL-3 Moleküls liegt. In dieser Helix gelegene Aminosäuren interagie-
ren laut Dey et al. sowohl mit der alpha-Kette als auch der beta-Kette des IL-3-Rezeptors. Zudem 
ergab sich für einige Aminosäuren in Epitopnähe eine funktionelle Rolle für die Wirkung des IL-3s 
(33). Durch die Bindung der Antikörper an die Sequenz SWVN wird die Bindung an alpha- und 
beta-Kette des IL-3-Rezeptors sterisch behindert. Somit kommt es zu einer Verminderung des 
FITC-Mean-Wertes nach Antikörperzugabe bei allen CD123-positiven Zellpopulationen. 
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Abbildung 43: Rezeptorinteraktion des von Antikörper 11 erkannten Epitops.  Die A-Helix ist durch einen roten 
Strich über der Sequenz dargestellt. AS, welche mit βc interagieren, sind grau hinterlegt, diejenigen, welche an Rα bin-
den, schwarz. Mit grauer Schrift sind AS  gekennzeichnet, welche in Mutagenesestudien eine funktionelle Rolle zeigten.   
 
Das Epitop, welches von Antikörper 13 erkannt wird, ist nicht bekannt. Es ist jedoch zu vermuten, 
dass es sich ebenfalls an für die Bindung des IL-3-Rezeptors notwendigen Aminosäuren befindet, 
da die IL-3-Bindung durch diesen Antikörper trotz seiner geringen Affinität am effektivsten blockiert 
wird. 
Antikörper 8 führt lediglich zu einer geringen Blockade der IL-3-Bindung. Sein Epitop liegt in Peptid 
6. In Sequenz 6 liegen einige Aminosäuren, welche mit R interagieren. Da dieser Antikörper nur 
eine geringe Blockade der IL-3-Bindung hervorruft, ist es wahrscheinlich, dass seine Bindungsstel-
le in einigem Abstand zu diesen Aminosäuren am C-terminalen Ende des Peptids liegt (Abbildung 
44). Dies steht im Einklang mit der Linearität des Epitops und der fehlenden Kreuzreaktivität mit 
RhIL-3 (siehe 4.1.3). 
 
Abbildung 44: Rezeptorinteraktionen des Peptid 6.  Die D-Helix ist durch einen roten Strich über der Sequenz darge-
stellt. AS, welche mit  Rα interagieren, sind schwarz hinterlegt. Mit grauer Schrift sind AS gekennzeichnet, welche in 
Mutagenesestudien eine funktionelle Rolle zeigten. 
 
Lymphozyten und Monozyten sind CD123 negativ, besitzen somit nur wenige alpha-Ketten des IL-
3-Rezeptors, welche für die Bindung des IL-3 an den IL-3-Rezeptor essentiell sind, da die Bindung 
an die -Untereinheit nur nach vorangegangener Bindung der -Untereinheit erfolgen kann (siehe 
1.1.3). Die IL-3-Bindung an B-Lymphozyten erfolgte in deutlich geringerem Ausmaß als an die an-
deren Zelltypen, was mit einer geringeren Anzahl an IL-3-Rezeptoren an ihrer Oberfläche in Ein-
klang gebracht werden kann. Monozyten standen den CD123+-Zelltypen in ihrer IL-3-
Bindungsfähigkeit jedoch nicht nach.  Dies könnte darauf hinweisen, dass neben dem bekannten 
IL-3-Rezeptor weitere Bindungsmechanismen existieren. Über einen funktionellen Charakter die-
ser Bindung kann keine Aussage getroffen werden. Jedoch zeigt sich, dass die vorhandenen Anti-
körper auch die Bindung an B-Lymphozyten und Monozyten verhindern. 
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 HERSTELLUNG EINES HUMANEN IL-3 ELISAS 4.1.7
Aus Zeitkinetikversuchen war bekannt, dass der kommerziell erhältliche ELISA von R&D in Plasma 
und Serum nicht sehr sensitiv ist. Dies kommt vermutlich durch die in Serum und Plasma enthalte-
nen Proteine zustande.  
Es stellte sich heraus, dass die Kombination der Antikörper 11 (Detektion) und 13 (Capture) einen 
äußerst sensitiven Sandwich-ELISA darstellt. Somit kann man davon ausgehen, dass diese Anti-
körper sich nicht sterisch behindern und nicht in direkter räumlicher Nähe des hIL-3-Moleküls bin-
den. Obwohl Antikörper 8 die höchste Affinität aufweist, erbringt er als Detektion-Antikörper in 
Kombination mit den beiden oben genannten keinen Vorteil. Dies ist möglicherweise auf eine Nähe 
seines Bindungsortes zu den Bindungsstellen der beiden anderen Antikörper zurückzuführen. Da 
bekannt ist, dass Antikörper 11 an Peptid 1 bindet und Antikörper 8 an Peptid 6, würde das bedeu-
ten, dass die beiden Enden im gefalteten IL-3 Molekül nahe beieinander liegen. 
Als Capture Antikörper ist Antikörper 8 gänzlich unbrauchbar, vor allem in Serum und Plasma. 
Dies kann durch eine Besetzung des erkannten Epitops durch Plasmaproteine bedingt sein. 
 
 STIMULATIONSVERSUCHE HUMANER BASOPHILER UND PBMCS 4.1.8
Bei den in 3.2.9 und 3.2.10 beschriebenen Versuchen stellte sich heraus, dass humane Basophile 
von IL-3, IgE, C5a und Kombinationen dieser Substanzen aktiviert werden können, was anhand 
des Aktivierungsmarkers CD203c bestimmt wurde. Im Überstand der Zellkulturen wurden die Zyto-
kine IL-4, IL-6 und IL-13 gemessen. 
Von murinen Basophilen ist bekannt, dass sie nach  Aktivierung mit IL-3  IL-4, IL-6 und IL-13 frei-
setzen (2; 78; 27; 26), bei humanen Basophilen ist jedoch nur die Sekretion von IL-4 und IL-13 
bekannt (28; 2; 29). Nach Stimulation muriner Basophiler mit 10 ng/ml IL-3 in der Zellkultur wurden 
nach 24 Stunden IL-6-Werte von > 700 pg/ml und IL-4-Werte von > 200 pg/ml gemessen (26).   
4.1.8.1 IL-6 und IL-4 
Die IL-6-Konzentration lag unter Stimulation mit den oben genannten Substanzen unter der Nach-
weisgrenze (3.2.9), obwohl nachweislich eine Aktivierung mit Erhöhung des Aktivitätsmarkers 
CD203c stattfand.  Auch die IL-4-Produktion blieb deutlich hinter den Werten muriner Basophiler 
zurück. Durch alleinige hIL-3-Stimulation waren nach 24 Stunden lediglich 2,54 pg/ml nachzuwei-
sen, durch IgE 95,05 pg/ml und in Kombination 142 pg/ml, also ebenfalls deutlich geringer als bei 
murinen Basophilen. Bei den Stimulationsversuchen mit humanen PBMCs zeigte sich, dass diese 
im Gegensatz zu Basophilen IL-6 in messbaren Konzentrationen ausschütten. Diese betrug so-
wohl bei alleiniger Stimulation mit IL-3 oder anti-IgE ca. 40 pg/ml, in Kombination 140 pg/ml. Somit 
liegen die Konzentrationen immer noch deutlich unter der IL-6-Freisetzung muriner Basophiler.  
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Es zeigt jedoch, dass eine oder mehrere Zellpopulationen innerhalb der humanen PBMCs existie-
ren, welche durch Stimulation mit IL-3 und anti-IgE zur IL-6-Ausschüttung angeregt werden kön-
nen. Da die verantwortliche Zellpopulation vermutlich nur ein Teil der PBMCs ausmacht, würde 
eine Aufreinigung dieser Zellen auch zu höheren IL-6-Konzentrationen bei Stimulation führen. 
Die Ausschüttung von IL-4 durch die PBMCs nach Stimulation mit IL-3 war sehr gering, wie auch 
schon bei der Stimulation von Basophilen. Durch Kombination mit anti-IgE wurden 24 pg/ml IL-4 im 
Vergleich zu 140 pg/ml bei Basophilenstimulation ausgeschüttet. Dass Basophile weniger als 1% 
der PBMCs ausmachen, die IL-4-Freisetzung durch PBMCs jedoch mehr als 1/6 des IL-4-Wertes 
bei Basophilen ausmacht, lässt vermuten, dass die IL-4-Ausschüttung durch PBMCs nicht allein 
von Basophilen abhängt. Insgesamt war die IL-4-Sekretion durch Stimulation mit anti-IgE deutlich 
höher als durch IL-3. 
 
4.1.8.2 IL-13 
IL-13 wurde von Basophilen nach Stimulation mit IL-3, Anti-IgE, C5a allein und in Kombination 
freigesetzt. Auch im PBMC Überstand konnte unter den oben genannten Bedingungen IL-13 
nachgewiesen werden, jedoch in deutlich geringerer Konzentration. Wie auch schon bei IL-4 ist der 
Anteil der Basophilen an PBMCs zu gering, um allein für die Zytokinbildung verantwortlich zu sein.  
Diese Unterschiede in der Zytokinfreisetzung deuten darauf hin, dass sich humane Basophile in 
ihrer Wirkung deutlich von murinen Basophilen unterscheiden und ihre Bedeutung im Humansys-
tem anders bewertet werden muss. Hierzu passt, dass murine Basophile, die über Oberflächen-
marker als Basophile identifiziert wurden, deutliche morphologische Unterschiede zu denen ande-
rer Spezies aufweisen (79; 80). Wie die IL-6-Sekretion durch PBMCs zeigt, werden die im murinen 
Organismus von Basophilen ausgeführten Aufgaben möglicherweise im humanen Organismus 
durch eine andere Zellpopulation übernommen. 
 
4.1.8.3 Kinetik der Stimulation 
Sowohl Anti-IgE als auch C5a führen zu einer schnellen Stimulation der Basophilen. Nach 5-
stündiger Inkubation mit anti-IgE lag der Aktivitätsmarker CD203c bei einem Mean von 3000 (im 
Vergleich zu 2000 nach 24 Stunden), nach 5-stündiger Inkubation mit C5a bei 7000 (nach 24 
Stunden bei 1000). Auch die Ausschüttung von Zytokinen verlief bei Stimulation mit diesen Sub-
stanzen schneller als mit IL-3. Nach 5-stündiger Inkubation mit anti-IgE betrug die IL-13 Konzentra-
tion im Überstand 35 pg/ml (40 pg/ml nach 24 Stunden), die IL4-Konzentration 20 pg/ml (90 pg/ml 
nach 24 Stunden). Die Inkubation mit C5a erbrachte nach 5 Stunden eine IL-13-Konzentration von 
15 pg/ml und IL-4-Konzentration von 45 pg/ml. Nach 24 Stunden waren die Konzentrationen dieser 
Zytokine nicht mehr zu detektieren.  
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Dies spricht dafür, dass die mit C5a stimulierten Basophilen nach 5 Stunden kaum noch Zytokine 
freisetzten und die vorhandenen auf Grund ihrer geringen Halbwertszeit zerfielen.  Die Stimulation 
mit IL-3 erreichte ihr Wirkungsmaximum erst später: Sowohl die Werte für CD203c als auch die 
Zytokinkonzentrationen waren nach 24 Stunden deutlich höher als nach 5 Stunden. Somit erfolgt 
die schnellste Stimulation durch C5a; am längsten dauert die Stimulation mit IL-3. Dies deutet da-
raufhin, dass C5a eher für akute Entzündungsprozesse verantwortlich ist, wohingegen IL-3 an 
chronischen beteiligt ist. 
 
 BLOCKADE DER STIMULATION DURCH ANTI-IL-3 ANTIKÖRPER 4.1.9
Nachdem eine Stimulation von humanen Basophilen nachgewiesen war und die zu erwartenden 
Zytokinkonzentrationen bestimmt waren, wurde versucht diese Stimulation durch anti-IL-3-
Antikörper zu blockieren. Hierfür wurden die aufgereinigten Antikörper AK 11, AK 13, AK R&D und 
ein passender Isotyp verwendet. 
Eine IL-13-Sekretion konnte wie auch eine Erhöhung der CD 203c-Expression durch die Antikörper 
AK 11 und AK R&D effektiv verhindert werden. AK 13 war in dieser Hinsicht partiell wirksam, wo-
hingegen der Isotyp nur einen vernachlässigbaren Unterschied zur reinen IL-3-Stimulation zeigt. 
Da die Antikörper AK 11 und AK R&D an ähnliche Epitope binden, ist es nicht verwunderlich, dass 
der Effekt ihrer Wirkung sich ebenfalls wenig unterscheidet. AK R&D hat eine geringfügig bessere 
Blockade der IL-13-Ausschüttung zur Folge. Jedoch ist die in diesem Versuch verwendete Antikör-
perkonzentration mit 25 µg/ml recht hoch. Da AK 11 eine höhere relative Affinität aufweist als Anti-
körper AK R&D, ist zu erwarten, dass dieser Antikörper in niedrigeren Konzentrationen auf Grund 
der stärkeren IL-3-Rezeptorbindung einen stärkeren blockierenden Effekt hat als AK R&D. In wei-
teren Versuchen mit geringeren Konzentrationen wäre es möglich die Wirkungsprofile genauer zu 
untersuchen. 
Zudem gelingt die Detektion mit dem R&D IL-3 ELISA Kit, in welchem der hier verwendete R&D- 
Antikörper als Detektion-Antikörper fungiert, im Gegensatz zu einem aus Antikörper 11 und 13 
konzipierten ELISA Serum und Plasma nur unzureichend. Daher ist es möglich, dass der Antikör-
per R&D in vivo durch Plasmaproteininteraktionen schlechtere Ergebnisse zeigt. Dass AK 13 nur 
partiellen Effekt hat, kann in Einklang gebracht werden mit seinem geringeren Effekt auf die Blo-
ckade des TF-1-Zellwachstums, sowie der geringeren Affinität des Antikörpers im Vergleich zu den 
andern beiden. Somit führt dieser Antikörper trotz der stärksten Blockade der IL-3-Bindung (siehe 
3.2.8) zur geringeren Verminderung der Zytokinfreisetzung. 
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 IL-3 IN ERKRANKUNGEN 4.1.10
4.1.10.1 Rheumatoide Arthritis (RA) 
In einem Mausmodell der RA, der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA), ließ sich im frühen Krank-
heitsstadium der Verlauf der Erkrankung durch IL-3-Blockade abschwächen. Injektionen von IL-3 
in die Gelenke führten zu Beginn der CIA zu einer deutlichen Verschlechterung der klinischen Si-
tuation (26). Dieser Effekt entsteht vermutlich in Folge der IL-3-Wirkung auf murine Basophile. IL-3 
führt zu einer deutlichen Vermehrung der Basophilen im peripheren Blut. Zudem schütten diese 
nach Aktivierung mit IL-3 IL-6 und IL-4 aus (26) und fördern die Proliferation von B-Zellen, das 
Überleben der Plasmazellen (81) sowie deren Differenzierung zu Memory B-Zellen (82). IL-6 hat 
eine pro-inflammatorische Wirkung, deren Blockade in der RA schon therapeutisch genutzt wird 
(83; 84). Erhöhte Level an IL-4 und die Plasmazelldifferenzierung könnten als Erklärung für die 
erhöhten anti-Kollagen-Antikörper Level durch IL-3-Administration dienen (26). Eine ältere Studie 
detektierte jedoch kein IL-3 im Synovium von RA-Patienten (85). 
Unsere Versuche zeigten, dass sowohl die Bindung des hIL-3 an Basophile als auch dessen sti-
mulatorischer Effekt durch AK11 und partiell AK 13 unterbunden werden kann. Jedoch unterschei-
den sich humane Basophile von murinen Basophilen in Bezug auf ihre Zytokinausschüttung nach 
Stimulation. Eine IL-6-Ausschüttung konnte weder nach Kultivierung mit IL-3, anti-IgE oder C5a 
noch mit Kombinationen dieser Stoffe beobachtet werden. Eine IL-4-Freisetzung fand kaum durch 
IL-3 alleine statt, jedoch in Kombination mit anti-IgE. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass 
Basophile im humanen Organismus eine andere Rolle spielen als im murinen. Somit hätte eine 
effektive Blockade der IL-3-Wirkung auf Basophilen nicht den gleichen Effekt auf die Rheumatoide 
Arthritis beim Menschen wie auf die CIA im Mausmodell. Es ist jedoch vorstellbar, dass ein ande-
rer Zelltyp im Menschen in dieser Hinsicht den murinen Basophilen entspricht. Da Antikörper AK 
11 und AK 13 zu einer Blockade der IL-3-Bindung auf allen untersuchten Zelltypen führten, ist es 
äußerst wahrscheinlich, dass die Bindung an diesen Zelltyp ebenfalls unterbunden werden würde. 
Falls die Effektorfunktionen der murinen Basophilen ein Äquivalent im Menschen haben, ist ein 
positiver Effekt der AK 11- oder AK 13-Administration in der frühen RA denkbar.  
Die am stärksten verbreiteten Leukozyten in den CIA befallenen Gelenke sind T- Zellen, Makro-
phagen/Monozyten und Plasmazellen.  
Die IL-3-Blockade durch die Antikörper AK 11 und AK 13 führt ebenfalls zu einer verminderten 
Bindung des IL-3 an B-Lymphozyten, die Vorläuferzellen der Plasmazellen. IL-3 führt zu einer 
vermehrten Bildung von B-Zellvorläufern im Knochenmark  (6) und fördert ihre Differenzierung zu 
reifen B-Zellen (17). Zudem führt IL-3 im Mausmodell über die Aktivierung von Basophilen indirekt 
zur Proliferation von B-Zellen, vermehrter Antikörperproduktion und zur Differenzierung zu Memory 
B-Zellen (82). 
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Zudem konnten wir zeigen, dass die IL-3-Bindung an Monozyten durch AK 11 und AK 13 unter-
bunden werden kann. Makrophagen bzw. ihre Vorläufer Monozyten werden durch IL-3 zur ver-
mehrten Expression von MHCII-Molekülen angeregt, was eine verstärkte Antigenpräsentation zur 
Folge hat. Über diesen Mechanismus können B- und T-Lymphozyten aktiviert werden und eine 
Inflammation ausgelöst werden. Zudem unterstützt IL-3 bei beiden Zelltypen die IL-1-Sekretion 
(12), welches ebenfalls ein proarthritogenes Zytokin ist, dessen Blockade therapeutisch genutzt 
wird (86).  
Abweichend von der oben beschriebenen Rolle von IL-3 in der CIA beschrieben andere Arbeits-
gruppen eine erkrankungslindernde Wirkung von sehr hohen IL-3-Konzentrationen in der inflamm-
atorischen Arthritis und der CIA (52; 18). Dieser Effekt entsteht zum einen durch die oben be-
schriebene umstrittene Wirkung auf die Osteoklastogenesis, zum anderen soll IL-3 indirekt die 
Entwicklung von Foxp3+ Treg-Zellen bewirken, welche die Entzündungsreaktion regulieren. Zu-
dem beschrieben Srivastava et al. eine deutliche Abnahme der proinflammatorischen Zytokine IL-
6, IL-17A, TNF-, IL-1 und eine Zunahme der Anti-inflammatorischen Zytokine IFN- und IL-10  bei 
IL-3 behandelten Mäusen. Dies steht im Gegensatz zu der Veröffentlichung von Brühl et al. 2009, 
welche von  einer Zunahme des IL-6 bei IL-3-Administration spricht. Im Gegensatz zu Brühl et al. 
verwendeten Yogesha et al. und Srivastava et al. deutlich höhere IL-3 Konzentrationen von 1,5-2 
µg/ml (100ng/ml Brühl). Hiermit sind die unterschiedlichen Ergebnisse möglicherweise zu begrün-
den. Es ist unwahrscheinlich, dass solch hohe Konzentrationen an IL-3 in vivo tatsächlich vor-
kommen. Sollte IL-3 jedoch im humanen System eine Arthritis verhindernde Wirkung besitzen, sind 
die hergestellten Antikörper zur Behandlung der Erkrankung natürlich nicht wirksam. 
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4.1.10.2 Myeloproliferative Erkrankungen 
IL-3 wird auf Grund seiner hämatopoetischen Eigenschaften als Multi-Colony Stimulating Faktor 
bezeichnet. Es wirkt proliferationsfördernd auf CD34+-Vorläuferzellen aller Zelllinien des Kno-
chenmarks (Metcalf, 1989). Dementsprechend ist es nicht verwunderlich, dass IL-3 als Faktor in 
verschiedenen Myeloproliferativen Erkrankungen gehandelt wird. 
Akute Myeloische Leukämie (AML), B-Zell Akute Lymphatische Leukämie (B-ALL) 
45% der AML-Zellen und 40 % der B-ALL-Zellen  tragen vermehrt IL-3-Rezeptoren, welche mög-
licherweise zur Pathogenese der Erkrankung beitragen. Diese AML-Zellen zeigen im Vergleich zu 
CD123- AML-Zellen eine höhere Proliferationsrate sowie eine ausgeprägtere Apoptose-Resistenz 
und vermehrte Stat5-Phosphorylierung. AML-Patienten mit vermehrter IL-3-alpha-Expression zeig-
ten seltener komplette Remissionen, ein geringeres Over-all-Survival und höhere Rezidivraten als 
Patienten mit verminderter/normaler IL-3-alpha-Expression. Andere Mechanismen der Stat5-
Phosphorylierung sind Auslöser für Myeloische Leukämien und sind mit einer schlechteren Prog-
nose verknüpft (87). Eine Blockade der Stat5-Aktivierung führt in der Chronischen Myeloischen 
Leukämie zu einer Verminderung der Tumorzellproliferation (88). Dies lässt vermuten, dass sich 
eine IL-3-Blockade über eine Verminderung der Stat5-Aktivierung und Apoptose-Resistenz positiv 
auf die AML auswirken würden.  
 
Hodgkin Lymphom 
Im Normalfall exprimieren 90% der malignen Zellen des klassischen Hodgkin-Lymphoms IL-3. IL-
3 führt zur Proliferation von Hodgkin- und Reed-Sternberg Zellen (H-RS Zellen) und unterdrückt 
teilweise ihre Apoptose. Zudem vermitteln H-RS Zellen die Produktion von IL-3 durch aktivierte T-
Zellen (89). 
 Auf Grund der hohen Expression von IL-3 durch H-RS-Zellen und bestimmten aggressiven Un-
tergruppen der AML ist davon auszugehen, dass seine antiapoptotische und proliferationsfördern-
de Wirkung über eine Blockade dieses Rezeptors vermittelt werden kann. Die Bindung des IL-3 an 
alle untersuchten Zelltypen mit diesem Rezeptor wurde durch AK 11 und AK 13 deutlich vermin-
dert. Zudem wurde seine Wirkung auf Basophile und TF-1-Zellen, bei denen es sich um eine hä-
matoleukämische Zelllinie mit vermehrter Stat5-Phosphorylierung handelt (72) durch diese Anti-
körper unterdrückt. Daher ist davon auszugehen, dass auch die AML und das Hodgkin-Lymphom 
positiv durch diese Antikörper beeinflusst werden können. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Im Zuge dieser Arbeit wurden neun gegen IL-3 gerichtete Antikörper durch Fusion muriner Milzzel-
len mit der Myelomzelllinie X63Ag8 hergestellt. Diese und fünf weitere wurden auf ihre Affinität, 
Kreuzreaktionen und Epitope charakterisiert. Sieben Antikörper waren gegen dreidimensionale 
Epitope gerichtet, sieben Antikörper gegen lineare Epitope. Davon erkennen vier Antikörper die N-
terminale AS-Sequenz SWVN, ein weiterer ist gegen eine andere N-terminale Sequenz gerichtet, 
einer gegen eine C-terminale und ein weiterer gegen eine Sequenz in Peptid 3. Die Antikörper 
binden humanes IL-3 sehr spezifisch: Keiner der Antikörper zeigte eine Kreuzreaktivität gegenüber 
Ratten-, Maus- oder Rhesusaffen IL-3. Nur Antikörper 8 und 38 zeigten eine minimale Kreuzreakti-
vität gegenüber dem strukturverwandten IL-5, Antikörper 10 eine geringe gegenüber GM-CSF. Die 
Affinitäten von zwei Antikörpern befanden sich im picomolaren, von neun im nanomolaren sowie 
die zweier weiterer im mikromolaren Bereich ( Tabelle 16). 
 
 Tabelle 16: Überblick über Epitope, Affinitäten und Kreuzreaktivitäten der Antikörper. 
 
Klon Kreuzreaktion 
IL-5 
Kreuzreaktion 
GM-CSF 
Kreuzreaktion 
 r-/m-/Rh-IL3 
Affinität Western 
Blot 
Epitope 
Klon 3 - - - nanomol - 3D-Epitope 
Klon 8 (+) - - picomol + C-terminal 
Klon 10 - (+) - nanomol - 3D-Epitope 
Klon 11 - - - picomol + N-terminal (SWVN) 
Klon 13 - - - nanomol (+) 3D-Epitope 
Klon 36 - - - nanomol - Peptid 3 
Klon 38 (+) - - mikromol - 3D-Epitope 
Klon 41 - - - mikromol - 3D-Epitope 
Klon 42 - - - nanomol + N-terminal 
Klon 43 - - - nanomol + N-terminal (SWVN) 
Klon 44 - - - nanomol + N-terminal (SWVN) 
Klon 45 - - - mikromol - 3D-Epitope 
Klon 46 - - - n.d. + N-terminal (SWVN) 
Klon 47 - - - nanomol - 3D-Epitope 
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Es zeigte sich, dass IL-3 eine entzündungsunterhaltende Eigenschaft bei der Rheumatoiden Arthri-
tis und möglicherweise weiteren Autoimmunerkrankungen zuzuschreiben ist. Diese entwickelt sich 
im Mausmodell unter anderem durch eine Aktivierung  Basophiler Granulozyten, welche daraufhin 
IL-4 und IL-6 ausschütten. Ziel dieser Arbeit war es, einen blockierenden Antikörper gegen IL-3 
herzustellen, welcher die Bindung des IL-3 an Zellen des Immunsystems und vor allem die Aktivie-
rung Basophiler Granulozyten unterbindet.  
Die blockierende Wirkung der Antikörper wurde anhand einer IL-3-abhängigen Zelllinie untersucht. 
Es stellte sich heraus, dass drei der getesteten Antikörper die Proliferation dieser Zellen unterbin-
det. Zwei weitere zeigten eine Tendenz zur Proliferationsverminderung in hohen Konzentrationen.  
Weiterhin wurde untersucht, ob die Antikörper eine Bindung des IL-3 an humane PBMCs verhin-
dern. AK11 und AK 13 zeigten eine deutliche Blockade der IL-3 Bindung an Monozyten, Plasmazy-
toiden Dendritischen Zellen, Basophilen und B-Zellen, AK 8 nur eine geringe.  
Zudem wurde untersucht, ob die Zytokinproduktion von Basophilen durch Zugabe der Antikörper 
vermindert werden kann. Im Vorversuch stellte sich heraus, dass humane Basophile im Gegensatz 
zu murinen nach IL-3-Stimulation kein IL-6, wenig IL-4 und IL-13 produzieren. Humane PBMCs 
produzierten nach IL-3-Stimulation geringe Mengen an IL-6. Die Freisetzung von IL-13 durch hu-
mane Basophile wurde durch den Antikörper 11 beinahe komplett unterbunden, durch Antikörper 
13 verminderte sich die Freisetzung von IL-13 auf 23% des Ausgangswertes. Dies zeigt, dass An-
tikörper 11 die Wirkung des IL-3 auf humane Zellen effektiv blockiert, da er sowohl die Proliferation 
der Tumorzelllinie TF-1, die Bindung an PBMCs sowie die Freisetzung von Zytokinen durch Baso-
phile verhindert. 
Da das im Handel erhältliche IL-3-ELISA Kit  von R&D in Vorversuchen nur eine unzureichende 
Sensitivität im Plasma und Serum zeigte, versuchten wir aus den hergestellten Antikörpern einen 
Sandwich-ELISA zu konzipieren. Es zeigte sich, dass die Kombination aus Antikörper 13 als Cap-
ture-Antikörper und Antikörper 11 als Detektion-Antikörper im Bereich von 3 pg/ml bis mindestens 
1000 pg/ml IL-3 verlässliche Werte in Plasma, Serum und PBS liefern. Dies ermöglicht die zuver-
lässige Bestimmung von IL-3 in Patientenproben (Tabelle 17). 
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Tabelle 17: Überblick über die blockierenden Eigenschaften der hergestellten Antikörper und ihrer Verwendbar-
keit im ELISA.  n.d. = nicht untersucht. 
 
  
Klon ELISA- tauglich in 
Serum und Plasma 
Blockade der IL-3 
TF-1- Prolif. 
Blockade der IL-3 
Bindung 
Blockade der IL-3 
Basophilenaktivierung 
Klon 3 n.d - - n.d 
Klon 8              - (+) (+) n.d 
Klon 10 n.d - - n.d 
Klon 11 +++ +++ ++ +++ 
Klon 13 +++ + +++ + 
Klon 36 n.d - n.d n.d 
Klon 38 n.d - n.d n.d 
Klon 41 n.d - n.d n.d 
Klon 42 n.d (+) n.d n.d 
Klon 43 n.d - n.d n.d 
Klon 44 n.d (+) n.d n.d 
Klon 45 n.d - n.d n.d 
Klon 46 n.d - n.d n.d 
Klon 47 n.d - n.d n.d 
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9  ANHANG 
Aminosäurenverzeichnis 
AS Dreibuchsta-
ben-Code 
Einbuchsta-
ben-Code 
AS Dreibuchsta-
ben-Code 
Einbuchsta-
ben-Code 
Alanin Ala A Leucin Leu L 
Arginin Arg R Lysin Lys K 
Asparagin Asn N Methionin Met M 
Asparaginsäure Asp D Phenylalanin Phe F 
Cystein Cys C Prolin Pro P 
Glutamin Gln Q Serin Ser S 
Glutaminsäure Glu E Threonin Thr T 
Glycin Gly G Tryptophan Trp W 
Histidin His H Tyrosin Tyr Y 
Isoleucin Ile I Valin Val V 
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